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Vorwort 


Biotechnologie hat die Welt verändert - dieser Aus- 
sage kann man ohne Zweifel zustimmen. Dank der 
Biotechnologie ist unser heutiger Wissensstand über 
die Ursachen vieler Erbkrankheiten so groß wie nie, 
und immer mehr Menschen können von einer im- 
mer geringeren landwirtschaftlichen Fläche ernährt 
werden. Die moderne Molekularbiologie und die Ge- 
netik haben unser Wissen über die Genome vieler 
Organismen, von Viren und Bakterien bis hin zu 
Bäumen und dem Menschen, stark erweitert. Und 
die Anwendung dieses Wissens hat die Wissenschaf- 
ten revolutioniert und einen Wechsel von den be- 
schreibenden Wissenschaften hin zu einer Vielzahl 
von Disziplinen eingeläutet, die schließlich zur Her- 
stellung neuer Produkte wie Arzneistoffe, Impfstoffe 
und Nahrungsmittel führen. 

Die Biotechnologie hat der Herstellung von Pro- 
teinen mit neuen Funktionen und sogar neuen bio- 
chemischen Synthesewegen mit veränderten Produk- 
ten Tür und Tor geöffnet. Eine logische Folge ist 
die Entwicklung von Kulturpflanzen und Tieren mit 
neuen Eigenschaften und auch, wie zu hoffen ist, die 
Heilung von Erbkrankheiten. Vor nicht allzu lan- 
ger Zeit verließen sich Landwirte auf ihren Grünen 
Daumen, um gute Erträge zu erwirtschaften; doch 
auch in diesem Bereich hat die Gentechnik Einzug 
erhalten. Die Möglichkeit, Genome direkt zu verän- 
dern, bedeutet einschneidende Veränderungen in der 
Zukunft. Wird die Biotechnologie den sprichwörtli- 
chen Jungbrunnen finden, indem sie die molekularen 
Vorgänge entschlüsselt, die uns altern oder Krebs 
entstehen lassen? Wird sie Einfluss auf Krankheits- 
therapien haben? Wird sie die Art der Kriegsfüh- 
rung durch die Entwicklung von neuen biologischen 
Kampfstoffen verändern? 

Molekulare Biotechnologie erklärt wie Informa- 
tionen aus der genetischen Revolution genutzt wer- 
den können und beantwortet einige dieser Fragen. 
Der Leser erhält einen Überblick über viele Wissen- 
schaftsgebiete, deren ursprüngliches Spektrum durch 
die Biotechnologie verändert wurde. Die ersten Ka- 
pitel geben eine kurze und präzise Übersicht über 
die Grundlagen der Molekularbiologie wie DNA- 
Struktur, Genexpression und Proteinsynthese und 
über die Organismen, die in der biotechnologischen 
Forschung eingesetzt werden. Der Studierende wird 


anschließend in die grundlegenden Methoden der 
Biotechnologie eingeführt. Kapitel 3 befasst sich mit 
der Isolierung von Nucleinsäuren, wie sie zunächst in 
künstliche genetische Vehikel kloniert und schließlich 
für ausführlichere Analysen in Modellorganismen 
eingeschleust werden. Die beiden folgenden Kapitel 
gehen ausführlicher auf die verschiedenen Methoden 
ein, die entwickelt wurden, um die Funktion von 
Genen zu untersuchen. Kapitel 4 hat die DNA zum 
Schwerpunkt und behandelt sowohl die in vivo- als 
auch die in vitro-Synthese von DNA und die Po- 
lymerasekettenreaktion. Kapitel 5 konzentriert sich 
dagegen auf die RNA. Hier werden Antisense-Tech- 
nologie, RNA-Interferenz und Ribozyme erläutert. 
Die Kenntnis des in diesen Kapiteln vermittelten 
Wissens ist essenziell für das Verständnis des restli- 
chen Lehrbuches. 

Die verbleibenden Kapitel behandeln die unter- 
schiedlichen Forschungsgebiete und geben Beispiele, 
wie die genetische Revolution diese Gebiete verän- 
dert hat. In Kapitel 6 werden aktuelle Verfahren zur 
Herstellung von Antikörpern für die genetische For- 
schung wie auch die Herstellung neuer Impfstoffe 
vorgestellt. Kapitel 7 vertieft dagegen ein anderes Ge- 
biet - die Nanotechnologie. Außerdem wagt es einen 
Blick in die Zukunft der Molekularbiologie, in der 
Wissenschaftler in der Lage sein werden, im Nano- 
maßstab zu agieren. Thema ist die Anwendung von 
neuen Strukturen im Nanomaßstab für die gezielte 
Verabreichung von Arzneimitteln, die Identifizierung 
biologischer Moleküle in situ und die Herstellung 
antibakterieller Werkstoffe. Das Kapitel zeigt, wie 
die Nanobiotechnologie sich die selbstassoziierenden 
Eigenschaften der DNA zunutze macht, um Nano- 
maschinen herzustellen, und wie DNA die Gestalt 
von Proteinen physikalisch bestimmen kann. Dieses 
neue Forschungsgebiet ist mit der Molekularbiologie 
unmittelbar verbunden und wird in Kursen der Mo- 
lekularbiologie zukünftig eine stärkere Gewichtung 
erhalten. 

Der folgende Abschnitt schwenkt wieder zu den 
vertrauteren Gebieten der Genomik und Proteomik; 
im Mittelpunkt stehen hier der Anwendungsaspekt 
und die Bedeutung der Fortschritte in Genomik und 
Proteomik für die Medizin. Die Kapitel über die Pro- 
teomik befassen sich mit Methoden zur Isolierung 


X Vorwort 


und Charakterisierung von Proteinen, einschließlich 
jüngster Entwicklungen in der Massenspektrometrie. 
Die Proteomik leitet zu einem Kapitel über, das einen 
Überblick darüber gibt, wie sich Proteine durch eine 
Expression in verschiedenen Organismen und Zell- 
kulturen analysieren lassen. Es folgt die Herstellung 
von Proteinen mit neuen Eigenschaften durch deren 
gentechnische Modifikation. 

Da einzelne gentechnisch modifizierte Proteine 
in ihrer Aussagekraft beschränkt sind, schlägt Kapitel 
12 die Brücke zwischen dem Labor und der natür- 
lichen Umgebung, in der die Proteine vorkommen, 
und befasst sich mit dem ständig wachsenden Gebiet 
der Metagenomik. Dieser Ansatz umgeht die her- 
kömmlichen Methoden zur Identifizierung einzelner 
neuer Gene aus einem Modellorganismus. Stattdessen 
werden genomische Sequenzen direkt aus der Umge- 
bung gewonnen, ohne den Organismus zu identi- 
fizieren, aus dem sie stammen. Die Untersuchung 
neuer Genfunktionen wird in Kapitel 13 fortgeführt. 
Biochemische Stoffwechselwege lassen sich mithilfe 
der DNA-Rekombinationstechnologie beeinflussen, 
und dieses Kapitel stellt ein paar dieser neuen Stoff- 
wechselwege vor. Die Herstellung neuer Proteine und 
biochemischer Wege ist sinnlos, solange sie nicht 
in Pflanzen oder Tiere eingebracht werden können. 
Daher gehen die folgenden beiden Kapitel auf die 
jüngsten Fortschritte in der Herstellung transgener 
Pflanzen und Tiere ein. 

Die folgenden Kapitel konzentrieren sich auf die 
Medizin. Zuerst vermittelt Kapitel 16 die molekulare 
Grundlage von vererbten Defekten. Dieses leitet zum 
nächsten Kapitel über, das sich mit der Gentherapie 
befasst. In weiteren Kapiteln geht es um die moleku- 
laren Grundlagen von Krebs und das Altern. Zudem 
wird eine Auswahl nichtinfektiöser Krankheiten prä- 
sentiert, wie die erektile Dysfunktion, Diabetes und 
die Fettleibigkeit. Und nicht zuletzt hat die Moleku- 
larbiologie unser Wissen über Erkrankungen, die von 
Viren und Bakterien verursacht werden, außerordent- 


lich vergrößert. In den Kapiteln 21 und 22 erfährt der 
Studierende, wie Viren und Bakterien unsere zelluläre 
Maschinerie nutzen und Krankheiten auslösen. Auch 
werden jüngste Forschungsergebnisse über Prionen- 
erkrankungen wie Rinderwahnsinn und die Creutz- 
feld-Jakob-Erkrankung behandelt. Kapitel 23 nimmt 
das Wissen über die Pathogenese bakteriell oder viral 
verursachter Erkrankungen zum Anlass und gibt ei- 
nen Überblick über die biologische Kriegsführung 
und den Bioterrorismus. 

Kapitel 24 umreißt den Einfluss der genetischen 
Revolution auf die Forensik. Die Möglichkeit einer 
Identifizierung von Straftätern mithilfe der Moleku- 
larbiologie hat den Strafvollzug grundlegend verän- 
dert. Bislang ungelöste Fälle lassen sich nun mithilfe 
von DNA-Tests untersuchen, die genauer und zu- 
verlässiger sind, als die herkömmlichen Nachweis- 
verfahren. Die Verwendung von DNA für krimina- 
listische Untersuchungen hat auch in Fernsehserien 
Einzug erhalten, die der Bevölkerung die Vorzüge 
dieser Verfahren nahe bringen. In diesem Kapitel 
werden allerdings nicht die Methoden thematisiert. 
Stattdessen geht es um die Frage, welche Folgen die 
Anwendung dieser Methoden für unsere Gesellschaft 
hat. Sollten wir die genetische Revolution nutzen, 
um Menschen zu klonen, Kulturpflanzen zu schaffen 
oder menschliche Stammzellen zu erforschen? Sollte 
die genetische Identität jedes Einzelnen der Öffent- 
lichkeit zugänglich gemacht werden? 

Molekulare Biotechnologie zeigt auf, wie sehr tech- 
nologischer Fortschritt und die Revolution der Mo- 
lekularbiologie miteinander verwoben sind. Die Fä- 
higkeit, große Datenmengen verarbeiten zu können, 
gepaart mit der detaillierten Analyse des menschli- 
chen Körpers und dem anderer Organismen, hat un- 
sere Gesellschaft und unsere Ethik bereits verändert. 
Dieses Buch gibt den Studierenden das Grundwissen 
über einige bereits vollzogene Veränderungen an die 
Hand, in der Hoffnung, dass sie dieses Wissen auf 
zukünftige Forschungen anwenden können. 
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Einleitung 


Die moderne Biotechnologie 
beruht auf Fortschritten in 
der Molekularbiologie und der 
Datenverarbeitung 


Die traditionelle Biotechnologie reicht Tausende von 
Jahren in die Vergangenheit zurück. Sie umfasst die 
selektive Züchtung von Vieh und Kulturpflanzen ge- 
nauso wie die Herstellung von alkoholischen Ge- 
tränken, Milchprodukten, Papier, Seide und anderen 
natürlichen Produkten. Erst in den letzten Jahrhun- 
derten entwickelte sich die Genetik als Forschungs- 
gebiet und die jüngsten Fortschritte eröffneten die 
Möglichkeit zur Züchtung von Kulturpflanzen und 
Vieh durch wohl bedachte gentechnische Verände- 
rung. Während der sogenannten „grünen Revoluti- 
on“ in den Jahren zwischen 1960 und 1980 wurde das 
Wissen in der Genetik auf die natürliche Züchtung 
angewendet und hatte einen großen Einfluss insbe- 
sondere auf den Ertrag. Heutzutage werden zuneh- 
mend mehr Pflanzen und mittlerweile auch Tiere 
gentechnisch verändert. 

Neue Pflanzenvarietäten wurden geschaffen und 
einige davon werden bereits landwirtschaftlich ge- 
nutzt. Sie dienen dem Menschen als Nahrungsquel- 
len und wurden verändert, um sie an Bedingungen 
anzupassen, für die sie zuvor nicht geeignet waren. 
Man entwickelte Kulturpflanzen mit Resistenzen ge- 
gen verschiedene Krankheitserreger, um den Ertrag 
zu erhöhen und die Kosten für den Anbau zu senken. 
Jedoch wird der Einfluss dieser gentechnisch verän- 
derten Organismen auf andere Arten und die Natur 
zurzeit kontrovers diskutiert. 

Die moderne Biotechnologie umfasst nicht nur 
die Genetik, sondern hier fließen auch neue Er- 
kenntnisse aus anderen Wissenschaften ein. So wird 
der Umgang mit riesigen Datenmengen auch von 
Entwicklungen in der Datenverarbeitung beeinflusst. 
In der Tat wäre die Sequenzierung des menschlichen 
Genoms unmöglich gewesen, wenn vorher nicht 
leistungsfähigere Computer und eine entsprechende 


Software entwickelt worden wären. Gelegentlich hört 
man Stimmen, die behaupten, wir befänden uns zwi- 
schen zwei wissenschaftlichen Revolutionen, die eine 
in der Informationstechnologie und die andere in 
der Molekularbiologie. Beide erfordern den Umgang 
mit großen Mengen an codierter Information. In 
einem Fall ist die Information mehr oder weniger 
vom Menschen geschaffen, im anderen Fall handelt 
es sich um genetische Information, die die Basis für 
das Leben ist. 

Und noch ein weiteres Forschungsgebiet erlebt 
zurzeit eine Revolution - die Nanotechnologie. Die 
Entwicklung von Verfahren zur Sichtbarmachung 
und Manipulation einzelner oder weniger Atome 
eröffnet Möglichkeiten der immer detaillierteren 
Untersuchung von lebenden Systemen. Auf vielen 
Gebieten der Biotechnologie spielen Verfahren im 
Nanomaßstab eine zunehmend wichtigere Rolle. 

Das führt zu der Frage nach der Definition der 
Biotechnologie, auf die es allerdings keine konkrete 
Antwort gibt. Vor etwa 30 Jahren hat man Brauereien 
und Bäckereien zur Biotechnologie gezählt. Heutzu- 
tage ist die Anwendung der modernen Genetik oder 
anderer äquivalenter moderner Technologien Vor- 
aussetzung, damit ein Verfahren der „Biotechnolo- 
gie“ zugerechnet wird. Eine Definition des Begriffes 
ist daher teilweise zu einer Frage der jeweiligen Mode 
geworden. In diesem Buch betrachten wir die (mo- 
derne) Biotechnologie als einen Zusammenschluss 
aus klassischer Biotechnologie, moderner Genetik, 
Molekularbiologie, Computertechnologie und Nano- 
technologie. 

Das entstehende Forschungsgebiet ist außeror- 
dentlich groß und lässt sich schlecht abgrenzen. Es 
umfasst nicht nur die Landwirtschaft, sondern be- 
einflusst viele Bereiche der menschlichen Gesundheit 
und der Medizin, wie die Entwicklung von Impfstof- 
fen und die Gentherapie. In diesem Lehrbuch haben 
wir einen Ansatz gewählt, der ausgehend von der ge- 
netischen Information als Basis aufzeigt, wie die Bio- 
technologie damit begonnen hat, in viele verwandte 
Forschungsgebiete vorzudringen. 
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2 _ Grundlagen der Biotechnologie 


Beginn der biotechno- 
logischen Revolution 


Biotechnologie ist die Verwendung von lebenden 
Organismen für industrielle Prozesse. Sie wird ins- 
besondere in der Landwirtschaft, bei der Herstellung 
von Lebensmitteln und in der Medizin eingesetzt. Seit 
Urzeiten macht sich der Mensch die Biotechnologie 
zunutze. Er begann mit der gezielten Veränderung 
seiner natürlichen Umgebung, um die Versorgung mit 
Nahrung, seine Behausung und seine Gesundheit zu 
verbessern. Doch die Nutzung der Biotechnologie ist 
nicht auf den Menschen beschränkt. Elefanten trin- 
ken beispielsweise vergorenen Fruchtsaft, um sich am 
Alkohol zu berauschen. Menschen stellen seit Jahrtau- 
senden Wein, Bier, Käse und Brot her. All diese Prozes- 
se beruhen auf Mikroorganismen, die die Ausgangs- 
substanzen verändern (Abb. 1.1). Seit Tausenden von 
Jahren wählen Bauern ertragreiche Kulturpflanzen aus 
und kreuzen diese miteinander. So wurden viele der 
heutigen Kulturpflanzen gezüchtet, die größere Früch- 
te oder Samen tragen als ihre Vorfahren (Abb. 1.2). 

Jüngste Fortschritte in der Molekularbiologie und 
in der Gentechnologie lassen uns annehmen, die Bio- 
technologie sei erst in heutiger Zeit entwickelt worden. 
Unsere Kenntnisse über Mikroorganismen, Pflanzen, 
Tierhaltung, den menschlichen Körper und die Natur 
sind außerordentlich erweitert worden, wodurch die 
Zahl und die Vielfalt an biotechnologisch hergestellten 
Produkten enorm zugenommen hat. Gesichtscremes 
enthalten Antioxidantien - um, wie uns glaubhaft 
gemacht wird, den Alterungsprozess aufzuhalten. 
Gentechnisch veränderte Pflanzen beinhalten fremde 
Gene. Die Genprodukte schützen sie vor schädlichen 
Insekten, wodurch sich der Ertrag bei gleichzeitig ge- 
ringerem Einsatz von Insektiziden steigern lässt. Me- 
dikamente werden spezifischer und haben weniger 
Nebenwirkungen. Beim Insulin, das Diabetikern ver- 
abreicht wird, handelt es sich um menschliches Insu- 
lin, obwohl es von gentechnisch veränderten Bakterien 
synthetisiert wird. Nahezu jeder ist bereits in seinem 
Leben mit den jüngsten Fortschritten aus Genetik und 
Biochemie in Kontakt gekommen. 

Mendels frühe Arbeiten beschrieben, wie erbli- 
che Merkmale von einer Generation an die nächste 
weitergegeben werden; sie sind der Grundstein der 
modernen Genetik (s. Exkurs 1.1). Als nächstes folgte 
die Entdeckung der chemischen Substanz, aus der die 
Gene bestehen - die DNA (Desoxyribonucleinsäure). 
Diese wiederum führte zu dem zentralen Dogma der 
Genetik, das besagt, dass die in der DNA gespeicherte 


Information über das Zwischenprodukt RNA (Ribo- 
nucleinsäure) in Richtung der Proteine fließt und 
nicht umgekehrt. Diese Schritte sind universell und 
auf alle Organismen der Erde anwendbar. Sie sind der- 
art flexibel, dass Leben in nahezu jeder verfügbaren 
Nische auf unserem Planeten möglich ist. 


Biotechnologie beeinflusst das Leben eines jeden 
von uns und hat nahezu alles in unserem Leben 
verändert. 


1.1 Traditionelle Biotechnologieprodukte 

Brot, Käse, Wein und Bier werden auf der ganzen Welt seit 
Jahrhunderten mithilfe von Mikroorganismen wie Hefe 
hergestellt. 


1.2 Teosinte versus heutigen Mais 

Der Mensch begann sehr früh, Pflanzen gezielt zu züchten, 
um den Ertrag zu erhöhen. Teosinte (kleinerer Kolben 

und grüne Samen) gilt als Vorfahr heutiger kommerzieller 
Maissorten (größerer Kolben; dargestellt ist eine Varietät 
mit blauen Samen). Freundlicherweise zur Verfügung ge- 
stellt von Wayne Campbell, Hila Science Camp. 
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Chemische Struktur 
von Nucleinsäuren 


In den nun folgenden Betrachtungen werden die 
in der Molekularbiologie und der genetischen For- 
schung häufig verwendeten Organismen ausführlich 
vorgestellt. Jeder dieser Organismen besitzt Gene aus 
DNA, die sich untersuchen und verändern lassen. 
Eine Erörterung der Grundstruktur der DNA ist 
daher für das Verständnis essenziell. Die in der DNA 
enthaltene genetische Information und die Mecha- 
nismen ihrer Expression sind bei jedem Organismus 
auf der Erde gleich und bestimmen unsere Identität. 

Zu den Nucleinsäuren zählen zwei verwandte 
Moleküle, Desoxyribonucleinsäure (DNA) und Ribo- 
nucleinsäure (RNA). DNA und RNA sind Polymere 
aus monomeren Untereinheiten, die als Nucleotide 
bezeichnet werden und deren Reihenfolge die Infor- 
mation der Nucleinsäure enthält. Nucleotide beste- 
hen aus drei Komponenten: einer Phosphatgruppe, 
einem Zucker aus fünf Kohlenstoffatomen und einer 
stickstoffhaltigen Base (Abb.1.3). Der C,-Zucker, 
die Pentose, ist bei DNA und RNA unterschiedlich. 
DNA besitzt eine Desoxyribose, während RNA eine 
Ribose enthält. Diese beiden Zucker unterscheiden 
sich nur in einer Hydroxylgruppe; Ribose trägt an 
der 2’-Position eine Hydroxylgruppe, die der Des- 
oxyribose fehlt. An diese Zucker können fünf ver- 
schiedene Basen gebunden sein. Bei der DNA sind es 
Guanin, Cytosin, Adenin oder Thymin. Bei der RNA 
ist Thymin durch Uracil ersetzt (s. Abb. 1.3). 

Jedes Phosphat verknüpft zwei Zuckermoleküle 
über eine Phosphodiesterbindung. Diese verbindet 
die einzelnen Nucleotide zu einer langen Kette mit 
unterschiedlichen Enden (5’ und 3’). Dabei wird die 
5’-OH-Gruppe am Zucker eines Nucleotids über das 
Sauerstoffatom mit der Phosphatgruppe verknüpft. 
Die 3’-OH-Gruppe des Zuckers des folgenden Nuc- 
leotids ist ebenfalls mit dem Phosphat verbunden. 

Die Basen der Nucleinsäuren ragen aus dem Zu- 
cker-Phosphat-Rückgrat heraus und sind frei, um 
an andere Moleküle zu binden. Die Struktur der 
DNA ist am stabilsten, wenn sich zwei Einzelstränge 
aus Nucleotiden zusammenlagern, sodass ein dop- 
pelsträngiges Molekül entsteht - wie es bei der DNA- 
Doppelhelix der Fall ist. Jede Base bildet dabei mit 
einer Base des anderen Stranges Wasserstoffbrücken 
aus. Die beiden Stränge liegen antiparallel, d.h. sie 
verlaufen in entgegengesetzter Orientierung, wobei 
das 5’-Ende des ersten Stranges dem 3’-Ende des 
zweiten Stranges gegenüber liegt und umgekehrt. 


Die Basen sind entweder Purine (Guanin und 
Adenin) oder Pyrimidine (Cytosin und Thymin). 
Jedes Basenpaar besteht aus einem Purin, das über 
Wasserstoffbrücken mit einem Pyrimidin verknüpft 
ist. Guanin paart nur mit Cytosin (G-C) und zwar 
über drei Wasserstoffbrücken, Adenin paart in der 
DNA mit Thymin (A-T) oder in der RNA mit Uracil 
(A-U). Da Adenin und Thymin (A-T) bzw. Adenin 
und Uracil (A-U) nur durch zwei Wasserstoffbrü- 
cken miteinander verbunden sind, ist weniger Ener- 
gie als bei einem G-C-Paar erforderlich, um die Ver- 
bindung zwischen diesen beiden Basen zu spalten. 

Die doppelsträngige DNA nimmt die dreidimensi- 
onale Gestalt mit der geringsten potenziellen Energie 
an. Die stabilste Form ist eine doppelsträngige Helix. 
Diese Helix windet sich im Uhrzeigersinn um eine 
zentrale Achse und wird als rechtsgängige Helix be- 
zeichnet. Eine vollständige Windung hat eine Länge 
von 3,4 nm und umfasst etwa 10 Basenpaare (bp). 
Die DNA ist nicht statisch, sondern vermag ihre 
Konformation als Reaktion auf verschiedene Um- 
gebungsbedingungen zu verändern. Die gerade be- 
schriebene typische Konformation wird als B-Form 
bezeichnet und herrscht in wässrigem Milieu mit 
niedrigen Salzkonzentrationen vor. Wird die DNA in 
eine Umgebung mit hoher Salzkonzentration über- 
führt, verändert sie sich zur A-Form, bei der es eher 
11 bp pro Windung sind. Eine weitere Konformation 
ist die Z-Form, deren Helix linksgängig ist und die 
12 bp pro Windung aufweist. In dieser Form nimmt 
das Phosphatrückgrat eine Zickzackform ein. Diese 
beiden Konformationen sind möglicherweise unter 
bestimmten Bedingungen biologisch bedeutend. 


DNA und RNA sind Strukturen aus sich einander 
abwechselnden Phosphat- und Zuckerresten, die zu 
einem Rückgrat verbunden sind. An den Zuckern 
sind Basen gebunden, welche aus dem Rückgrat 
ragen. Diese Basen können mit den Basen eines 
anderen Stranges Paarungen eingehen, sodass sich 
eine doppelsträngige Helix bildet. 


Verpackung von 
Nucleinsäuren 


Bakterien besitzen nur einige Tausend Gene, von 
denen jedes etwa 1000 Nucleotide lang ist. Diese 
Gene sind auf einem Chromosom lokalisiert, das in 
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Exkurs 1.1 


Gregor Johann Mendel (1822-1884): 
Der Begründer der modernen Genetik 


Als junger Mann erforschte Mendel die Genetik, und er 
unterrichtete Kinder einer Oberschule in Brünn (im heu- 
tigen Tschechien) in Mathematik, Physik und Griechisch. 
Mendel wählte für seine Untersuchungen zur Vererbung 
von unterschiedlichen Merkmalen die Gartenerbse (Pisum 
sativum) aus, weil sich von ihr pro Jahr zwei Pflanzengene- 
rationen anziehen lassen. Er analysierte verschiedene phy- 
sische Merkmale wie Blütenfarbe, Blütenposition sowie 
Farbe und Form von Samen (Erbsen) und Hülsen. Mendel 
zog zunächst Pflanzen mit unterschiedlichen Merkmalen 
dicht nebeneinander an und suchte nach Merkmalen, die 
sich vermischten. Glücklicherweise beruhten die von ihm 
analysierten Eigenschaften jeweils auf nur einem Gen, das 
entweder dominant oder rezessiv war, was ihm zu dieser 
Zeit allerdings nicht bewusst war. Er beobachtete, dass 
eine „Mischung“ der Merkmalsformen (die Ausprägung ei- 
nes Merkmals) niemals eintrat. Säte er z.B. gelbe Samen 
neben grünen, dann entsprachen die Nachkommen exakt 
ihren Eltern. Dies bewies, dass sich die Merkmalsformen 
der Eltern bei den Nachkommen nicht mischten, wie es zu 
dieser Zeit allgemein angenommen wurde. 

Als nächstes übertrug Mendel Pollen von einer 
Pflanze auf eine andere mit anderen Merkmalsformen. Er 
bestimmte die Anzahl der Nachkommen, die jeweils eine 
bestimmte Form geerbt hatten und fand heraus, dass 
sie in einem bestimmten Verhältnis zueinander vererbt 
wurden. Kreuzte er z.B. Pflanzen mit gelben Samen und 
solche mit grünen, dann waren die Samen der Nach- 
kommen, der F,-Generation, alle gelb. Daher musste die 
Merkmalsform „gelb“ dominant über „grün“ sein oder 
diese maskieren. Nun sate er die F,-Generation und ließ 
sie Nachkommen produzieren. Von der entstandenen 
F,-Generation waren 3/, der Samen gelb und 1/, grün. 
Aus der Beobachtung, dass die grünen Samen nach einer 
übersprungenen Generation wieder auftauchten, schloss 
Mendel, dass in einem Elter ein Faktor für die grüne 
Farbe vorhanden gewesen sein musste - heute bezeich- 
nen wir diesen Faktor als Gen - auch wenn sich diese 
Merkmalsform nicht ausgeprägt hatte. 


der Zelle ein einzelnes großes ringförmiges DNA- 
Molekül bildet. Eine DNA-Doppelhelix mit dieser 
Anzahl an Genen ist jedoch um den Faktor 1000 zu 
lang, um in eine Bakterienzelle zu passen. Die Helix 
muss daher in irgendeiner Form kondensiert sein, 
um nur wenig Platz zu beanspruchen. 

In Bakterien wird die DNA durch eine Super- 
spiralisierung kondensiert. Diese Superspiralisie- 
rung wird durch das Enzym DNA-Gyrase kataly- 


Mendel enthüllte viele Prinzipien, von denen einige 
später als Mendelsche Regeln formuliert wurden. Diese 
Regeln bilden die Grundlage der modernen Genetik. Die 
Aufspaltungsregel (Segregation) besagt, dass für jede 
Merkmalsform an die nachfolgende Generation Einhei- 
ten oder Faktoren (heute als Gene bezeichnet) vererbt 
werden. Jeder Elter besitzt von jedem Gen zwei Kopien, 
gibt aber nur eine Kopie an jeden Nachkommen weiter. 
Die Unabhängigkeitsregel besagt, dass verschiedene 
Nachkommen derselben Eltern unterschiedliche Sätze 
von Genen erhalten können. Derselbe Phänotyp (die 
beobachtbare physische Erscheinungsform) kann auf 
verschiedenen Genotypen (Ausstattung an Genen) be- 
ruhen. Mit anderen Worten: Obwohl ein Gen vorhanden 
ist, muss die Merkmalsform nicht in jeder Generation 
sichtbar sein. Zu Beginn seiner Versuche verwendete 
Mendel homozygote (reinerbige) Erbsenpflanzen - das 
bedeutet, dass die beobachtete Merkmalsform für viele 
Generationen die einzig auftretende Form war. Als er 
das erste Mal eine Pflanze mit gelben Samen mit einer 
Pflanze kreuzte, die grüne Samen hervorbrachte, trug 
jeder dieser Eltern zwei identische Kopien oder Allele 
des entsprechenden Gens; die Elternpflanzen mit grü- 
nen Samen hatten zwei Allele für grüne Erbsen und die 
Elternpflanzen mit gelben Samen zwei Allele für gelbe. 
Somit erhielt jedes Individuum der F,-Generation von 
den Eltern ein Allel für gelbe und ein Allel für grüne Sa- 
menfarbe. Die Samen hatten aber unabhängig davon alle 
einen gelben Phänotyp. Die Samenfarbe „Gelb“ ist daher 
dominant über „Grün“. Anschließend säte Mendel die 
F,-Samen aus und ließ die Blüten sich selbst bestäuben. 
Von den F,-Samen trugen einige zwei rezessive Allele 
für die grüne Farbe und hatten dementsprechend einen 
grünen Phänotyp (Abb.). 

Mendel veröffentlichte seine Ergebnisse, doch bis 
nach seinem Tod erkannte niemand die Bedeutung seiner 
Forschung. In den späteren Jahren seines Lebens wurde 
Mendel Mönch in einem Kloster und verfolgte seine Stu- 
dien zur Genetik nicht weiter. 


siert, das die DNA in einer linksgängigen Windung 
so verdrillt, dass eine Superspirale aus etwa 200 Nu- 
cleotiden entsteht. Durch die Verdrillung wird die 
DNA kondensiert. Überschüssige Spiralisierungen 
werden durch Topoisomerase I entfernt. Die super- 
spiralisierte DNA bildet Schleifen aus, die mit einem 
Proteingerüst verbunden sind (s. Abb. 1.4). 

Beim Menschen und in Pflanzen muss dagegen 
viel mehr DNA verpackt werden. Die Superspira- 
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a F,: gelbe Samen x grüne Samen 


Beziehung zwischen Genotyp und Phänotyp 


a Jeder Elter besitzt zwei Allele, entweder zwei für gelbe Samen oder zwei für grüne. Jeder Nachkomme ist heterozygot, 
d.h., er besitzt ein Allel für die gelbe Farbe und eines für die grüne. Da das gelbe Allel dominant ist, sind die Samen alle 
gelb. b Bestäubt sich die F,-Pflanze selbst, dann erscheint bei , der F,-Generation wieder der grüne Phänotyp. 


lisierung reicht hier nicht aus. Eukaryotische DNA 
ist um positiv geladene Proteine gewunden, die als 
Histone bezeichnet werden und die die negative 
Ladung des Phosphatrückgrates aufheben. Die sich 
bildende Struktur erinnert an eine Perlenkette, und 
man bezeichnet sie als Chromatin. Jede „Perle“, oder 
Nucleosom, besteht aus ungefähr 200 bp und neun 
Histonproteinen, zwei H2A, zwei H2B, zwei H3, zwei 
H4 und ein Hl. An der Bildung eines Nucleosoms 


Allel für grüne Farbe 


dem Chromosom 


- — Lokalisierung auf 
| Allel für gelbe Farbe 


Lokalisierung auf 
dem Chromosom 


sind alle Histonproteine beteiligt außer H1. H1 lagert 
sich an die Nucleosomen und bindet die DNA der 
Linker-Region, wodurch sich die Nucleosomen ein- 
ander annähern. Die Histonproteine sind stark kon- 
serviert und kommen in allen Eukaryoten vor - und 
sogar in vereinfachter Form bei Archaebakterien. Die 
Enden der Histonproteine ragen aus dem Nucleosom 
und sind für die Regulation von Bedeutung. In ex- 
primierten DNA-Regionen sind die Histone locker 
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a Struktur der DNA 
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b Struktur der RNA 


Ribose 


1.3 Struktur von Nucleinsäuren 
a DNA besteht aus zwei antiparallel zueinander liegenden Strängen. Die 
Strukturen der einzelnen DNA-Komponenten sind seitlich dargestellt. b RNA 
ist in der Regel einzelsträngig und unterscheidet sich in zwei Merkmalen von 
der DNA. Erstens befindet sich an der 2’-Position der Ribose eine zusätzliche 
Hydroxyl-(OH-)Gruppe, zweitens ist Thymin durch Uracil ersetzt. 
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a Prokaryot 


b Eukaryot 
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1.4 Verpackung der DNA in Bakterien und Eukaryoten 
a In Bakterien ist die DNA superspiralisiert und an ein 
Proteingerüst geheftet. So wird diese verdichtet und das 
Molekül passt in die Zelle. b Eukaryotische DNA ist um 
Histone gewunden und es bilden sich Nucleosomen. Nuc- 
leosomen sind weiter zur 30-nm-Faser kondensiert, die 
über Proteine an sogenannte MARs gebunden ist. 


angeordnet, wodurch die DNA für regulatorische 
Proteine und Enzyme zugänglich wird. In nichtexpri- 
mierten Bereichen liegen die Histone dicht beieinan- 
der und verhindern so den Zutritt anderer Proteine 
zur DNA (diese Struktur wird als Heterochromatin 
bezeichnet). 

Chromatin ist jedoch nicht ausreichend verdich- 
tet, um das gesamte eukaryotische Genom für den 
Zellkern aufzunehmen. Es wird weiter zu einer he- 
likalen Struktur verdrillt, die man als 30-nm-Faser 
bezeichnet und die pro Windung etwa sechs Nuc- 
leosomen umfasst. Diese Faser bildet Schleifen, de- 


Chromatin 


Nucleosomen 
(sechs pro helikaler Windung) 


30-nm-Faser 


i4 


ren Umkehrpunkte mit einem Proteingerüst oder der 
Chromosomenachse verbunden sind. Die Kontakt- 
stellen sind auf spezifische Regionen, die Matrixan- 
heftungsregionen (engl. matrix attachment regions, 
MAR), begrenzt. Der Kontakt wird durch MAR-Pro- 
teine vermittelt. Diese Stellen haben eine Länge von 
200-1000 Basenpaaren und einen A/T-Gehalt von 
70%. A/T-reiche DNA ist leicht gebogen, sodass die 
Verbindung zwischen den Proteinen der Matrix und 
der DNA unterstützt wird. Häufig befinden sich in 
diesen Bereichen Enhancer und regulatorische Ele- 
mente, was darauf hinweist, dass die Konformation an 
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diesen Stellen die Bindung von Aktivatoren und Re- 
pressoren unterstützt. Die eben beschriebene Struk- 
tur bezeichnet man als Chromosom. Während des 
normalen Zellwachstums ist die DNA in dieser Form 
organisiert. Ein eukaryotisches Chromosom vor der 
Mitose und Zellteilung ist noch weiter kondensiert. 
Wie diese Verdichtung abläuft ist bislang ungeklärt. 


Durch Superspiralisierung und Windung der DNA 
um Histone entsteht Chromatin, das schließlich 
an ein Proteingerüst geheftet wird, um im Zellkern 
Platz zu finden. 


Bakterien als Arbeitspferde 
der Biotechnologie 


DNA ist der Faden des Lebens. Sie kommt in jedem 
lebenden Organismus auf der Erde vor (und sogar 
in manchen Einheiten, die als nichtlebendig erach- 
tet werden - siehe unten), von denen jedoch nur 
ein winziger Bruchteil bisher unter molekularbiolo- 
gischen Gesichtspunkten untersucht wurde. Diese 
wenigen Organismen haben meist spezielle Eigen- 
schaften und können leicht kultiviert, untersucht 
oder gentechnisch verändert werden. Diese soge- 
nannten Modellorganismen dienen dem besseren 
Verständnis anderer verwandter, nicht so ausführlich 
untersuchter Organismen. Sie kommen zudem bei 
einer Vielzahl von praxisnahen, biotechnologischen 
Fragestellungen zum Einsatz. 

Bakterien leben überall auf unserem Planeten 
und nehmen im Ökosystem einen sehr wichtigen 
Platz ein. Auf der Erde gibt es schätzungsweise 5 x 
10°° Bakterien, von denen ungefähr 90% im Boden 
und unterhalb der Meeresoberfläche leben. Ist diese 
Schätzung korrekt, dann ist etwa 50% der leben- 
den Materie mikrobiologischen Ursprungs. Bakte- 
rien wurden in jeder ökologischen Nische gefunden. 
Einige Bakterien leben in Eisseen der Antarktis, die 
nur wenige Monate im Jahr tauen. Andere existieren 
unter extrem heißen Bedingungen, beispielsweise in 
heißen Schwefelquellen oder Hydrothermalquellen 
am Boden des Ozeans (Abb. 1.5). Aufgrund ihrer 
physiologischen Unterschiede besteht ein großes In- 
teresse an diesen Mikroorganismen. 

So vermag Thermus aquaticus, ein Bakterium aus 
heißen Quellen, bei Temperaturen nahe dem Siede- 
punkt und einem pH-Wert von ungefähr 1 zu über- 


1.5 Röhrenwürmer in Hydrothermalquellen 

Diese Röhrenwürmer in Hydrothermalquellen am Boden 
des Pazifiks gewinnen Energie aus einer Symbiose mit 
Bakterien, die in ihnen leben. Freundlicherweise zur Verfü- 
gung gestellt vom National Oceanic & Atmospheric Admi- 
nistration/National Undersea Research Program (NURP). 


leben. Wie andere Organismen auch repliziert dieses 
Bakterium seine DNA mithilfe des Enzyms DNA-Poly- 
merase. Der Unterschied ist allerdings, dass die DNA- 
Polymerase aus T. aquaticus auch bei hohen Tempe- 
raturen aktiv sein muss, sie ist thermostabil. Mole- 
kularbiologen nutzen dieses Enzym für Verfahren wie 
die Polymerasekettenreaktion oder PCR (s. Kap. 4), 
die bei hohen Temperaturen durchgeführt wird. Auch 
andere Bakterien extremer Standorte besitzen inter- 
essante Proteine und Enzyme, die in neuen Verfah- 
ren eingesetzt werden könnten. Hydrothermalquellen 
am Boden des Ozeans offenbaren eine faszinierende 
Vielfalt an unbekannten Organismen (s. Abb. 1.5). Die 
Wassertemperaturen in unterschiedlichen Quellen va- 
riieren zwischen 25 °C und 450 °C. 


Bakterien haben sich im Verlauf der Evolution an 
jede ökologische Nische auf der Erde angepasst 
und stellen der Forschung viele einzigartige Eigen- 
schaften zur Verfügung. 


Escherichia coli als 
Modellbakterium 


Obwohl unter extremen Bedingungen lebende Bakte- 
rien interessant und nützlich sind, sind die gewöhn- 
licheren Bakterien die Arbeitspferde im Laboralltag 
der molekularbiologischen und biotechnologischen 
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Forschung. Am häufigsten wird Escherichia coli 
(E. coli) verwendet, ein stäbchenförmiges Bakterium 
mit einer Länge von 1-2,5 um. E. coli lebt normaler- 
weise im Darm von Säugetieren, einschließlich des 
Menschen (Abb. 1.6). Es handelt sich um ein gram- 
negatives Bakterium mit einer äußeren Membran, 
einer dünnen Zellwand und einer Plasmamembran, 
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1.6 Subzelluläre Struktur von 
Escherichia coli 

a Rasterelektronenmikroskopische 
Aufnahme von E. coli. Die stäb- 
chenförmigen Bakterien sind etwa 
0,6 um breit und 1-2 um lang. Mit 
freundlicher Genehmigung der Ro- 
cky Mountain Laboratories, NIAID, 
NIH. b Das Cytoplasma von gramne- 
gativen Bakterien ist von einer Hülle 
aus drei Schichten umgeben. Die 
äußere Membran besteht aus einer 
Lipiddoppelschicht und die Zellwand 
ist aus Peptidoglykan aufgebaut. 

Im Gegensatz zu Eukaryoten ist das 
Chromosom nicht von einer Memb- 
ran umgeben, sondern die DNA liegt 
frei zugänglich im Cytoplasma. 


einzelnes 
ringförmiges 
Chromosom 


Flagelle 


Pilus 


die die Zellkomponenten umschließt. Wie alle Pro- 
karyoten besitzt E. coli keinen Zellkern und keine 
Kernhülle, sein Chromosom liegt frei im Cytoplas- 
ma. Die äußere Oberfläche des Bakteriums ist mit 
etwa 10 Flagellen besetzt, die die Zelle vorwärts trei- 
ben, sie trägt außerdem Tausende von Pili, mit deren 
Hilfe sich die Zelle an Oberflächen heftet. 
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Obwohl die Medien gelegentlich davon berichten, 
dass Nahrungsmittel mit E. coli kontaminiert sind, 
ist E. coli in der Regel harmlos. Jedoch sind manche 
Stämme des Bakteriums pathogen und sekretieren 
Toxine, die durch Schädigung der Darmwand Di- 
arrhö verursachen. Dadurch wird Flüssigkeit nicht 
aus dem Darm aufgenommen, sondern in den Darm 
freigesetzt. E. coli O157:H7 ist ein besonders patho- 
gener Stamm. Er trägt zwei Toxingene, die blutigen 
Durchfall hervorrufen. Besonders gefährlich ist der 
Stamm für Kinder, Alte und Menschen mit einem 
geschwächten Immunsystem. 

Bakterien sind in vielerlei Hinsicht für die For- 
schung vorteilhaft. Sie haben günstige Wachstumsei- 
genschaften, was nützlich ist, wenn eine große Zahl 
identischer Zellen benötigt wird. Eine Bakterienkultur 
lässt sich innerhalb von ein paar Stunden anziehen 
und enthält bis zu 10° Bakterienzellen pro Milliliter. 
Das Wachstum lässt sich genau über die Menge und 
Art der Nährstoffe, die Temperatur und die Wachs- 
tumszeit einstellen. E. coli ist leicht zu kultivieren, da 
das Bakterium in Flüssigkultur oder auf einem festen 
Medium wie Agar wächst. Das Medium besteht aus 
einer Mischung aus Mineralsalzen, Wasser und einer 
Zuckerquelle (Abb. 1.7). Flüssigkulturen lassen sich 
im Kühlschrank über Wochen lagern, ohne dass die 
Bakterien Schaden nehmen. Außerdem können die 
Bakterien für 20 Jahre oder länger bei -70 °C einge- 
froren werden, sodass ein Vorrat an verschiedenen 
Stämmen gehalten werden kann, ohne diese Stämme 
laufend kultivieren zu müssen. E. coli wird in der Re- 
gel an atmosphärischer Luft kultiviert. Das Bakterium 
vermag jedoch auch anaerob zu wachsen, wenn das 
Experiment den Ausschluss von Sauerstoff erfordert. 

Bakterien sind einzellige Organismen. Die Zel- 
len in einer Bakterienkultur sind alle identisch. Im 
Gegensatz dazu besteht bei Säugern ein einzelnes 
Gewebe aus vielen verschiedenen Zelltypen. Jede E. 
coli-Zelle besitzt ein ringförmiges Chromosom mit 
4000 Genen, die in je einer Kopie vorliegen. Die Zahl 
der Gene ist sehr viel geringer als beim Menschen, 
der von jedem seiner etwa 25000 Gene zwei Ko- 
pien besitzt - verteilt auf 46 Chromosomen. Geneti- 
sche Analysen sind daher in Bakterien viel einfacher 
durchzuführen (Abb. 1.8). 


Escherichia coli ist der bakterielle Modellorganis- 
mus, der in der molekularbiologischen und biotech- 
nologischen Grundlagenforschung verwendet wird. 
Das Bakterium besitzt eine einfache Struktur, ist 
im Labor leicht zu kultivieren und enthält nur sehr 
wenige Gene. 
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1.7 Bakterien sind leicht zu kultivieren 

a Bakterien, die in einer Flüssigkultur wachsen. b Bak- 
terien, die auf Agar wachsen. Diese Aufnahme zeigt ver- 
schiedene Bakterienkolonien, die mit dem Verfahren der 
Blau/Weiß-Selektion auf die Anwesenheit einer Insertion 
in einem Plasmid getestet wurden. Ausführlichere Informa- 
tion in Kapitel 3 und in Abbildung 3.15. c Die Zahl schnell 
wachsender Bakterien kann sich in kurzer Zeit verdoppeln. 
In diesem Beispiel verdoppelt sich die Zahl der Bakterien 
in etwa 45 min und erreicht innerhalb von ungefähr fünf 
Stunden eine Dichte von 5x 10° Zellen/mi. 
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1.8 Chromosom von E. coli 

Das E. coli-Chromosom wird in 100 Karteneinheiten 
eingeteilt, die zufallig beim thrABC-Operon beginnen. Dar- 
gestellt sind verschiedene Gene und ihre Position. Der Re- 
plikationsursprung (oriC) und der Bereich der Termination 
(terB und terC) sind eingezeichnet. 


Viele Bakterien enthalten 
Plasmide 


Die vielen unterschiedlichen Bakterienformen, die 
in jeder natürlichen Umgebung vorkommen, kon- 
kurrieren in der Regel um Nährstoffe und Lebens- 
raum. Viele Bakterien betreiben eine Art biologischer 
Kriegsführung und sekretieren Toxine, die man unter 
dem Sammelbegriff Bacteriocine zusammenfasst. Sie 
töten Bakterien in der nahen Umgebung ab. Beispiels- 
weise wirkt Nisin, ein Bacteriocin aus Lactococcus 
lactis, tödlich auf andere in Lebensmitteln vorkom- 
mende Krankheitserreger wie Listeria monocytogenes 
und Staphylococcus aureus. Auch E. coli produziert 
Bacteriocine, die Colicine, zu denen verschiedene 
Verbindungen wie Colicin El oder Colicin M gehö- 
ren, die Zellen in der Umgebung abtöten. Colicine 
wirken hauptsächlich über zwei Mechanismen: Einige 
rufen Löcher in der Zellmembran hervor. Dadurch 
strömen lebenswichtige Ionen aus, und die protonen- 
motorische Kraft, die die Synthese von ATP antreibt, 
wird zerstört. Andere sind DNA- und RNA-abbauen- 
de Nucleasen. Die Toxine beeinträchtigen die Zellen, 
die sie produzieren nicht, weil von diesen Zellen ein 
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1.9 Plasmide enthalten die Gene für Colicin 

ColE 1-Plasmide sind extrachromosomale DNA-Elemente in 
Bakterien, die ein Toxin produzieren (cea-Gen). Die Plasmide 
tragen ebenfalls Gene für die Freisetzung des Toxins und Im- 
munität. Sie wurden verändert, damit sie Gene aufnehmen 
können, die für die Gentechnik von Bedeutung sind. 


Immunitätsprotein synthetisiert wird, welches das 
Toxin erkennt und neutralisiert. 

Das Vermögen, Colicin produzieren zu können, 
beruht auf der Anwesenheit eines extrachromosoma- 
len genetischen Elements, das als Plasmid bezeichnet 
wird. Dabei handelt es sich um einen kleinen DNA- 
Ring, der im Cytoplasma von Bakterien und einigen 
Eukaryoten wie Hefe vorkommt. Ein Plasmid, auf 
dem die Colicinproduktion codiert ist, trägt eine 
Vielzahl von Genen: das Gen für das Colicin, das 
Gen für das Immunitätsprotein und Gene, die die 
Replikation des Plasmids und die Anzahl der Kopien 
kontrollieren. Zusätzlich besitzen alle Plasmide ei- 
nen Replikationsursprung. Teilt sich die Wirtszelle, 
dann teilen sich auch die Plasmide (Abb. 1.9). Die 
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Colicinplasmide werden in der Molekularbiologie 
häufig eingesetzt. Die Gene für die Colicinsynthese 
wurden in diesen Plasmiden entfernt und die übri- 
gen Teile so stark verändert, dass sich in den Bakte- 
rien andere Gene effizient exprimieren lassen. Die 
so hergestellten rekombinanten Plasmide sind der 
Schlüssel zur gesamten Molekularbiologie. Alle heu- 
tigen Fortschritte in der Biotechnologie haben ihren 
Ursprung in der Möglichkeit, heterologe Proteine in 
Bakterien zu exprimieren (zu Klonierungsvektoren 
siehe Kapitel 3). 


Ein weiteres wichtiges Merkmal von £. coli ist die 
Anwesenheit von extrachromosomalen Elementen, 
die man als Plasmide bezeichnet. Diese kleinen 
DNA-Ringe lassen sich leicht aus Bakterien ex- 
trahieren, durch Hinzufügen oder Modifizieren von 
Genen verändern und in eine andere Bakterienzelle 
einschleusen, in der die neuen Gene exprimiert 
werden. 


Andere Bakterien in der 
Biotechnologie 


Für die biotechnologische Herstellung von Produk- 
ten werden neben E. coli auch andere Bakterien ein- 
gesetzt. Bacillus subtilis ist ein grampositives Bakteri- 
um, mit dessen Hilfe sich Biologie und Genetik von 
grampositiven Bakterien erforschen lassen. Bacillus 
kann Dauersporen bilden, die nahezu unbegrenzt 
lagerfähig sind. Das Bakterium wird außerdem in 
der Biotechnologie eingesetzt. Für die industrielle 
Herstellung von Produkten ist die Sekretion von Pro- 
teinen durch die einzelne Membran der grampositi- 
ven Bakterien viel einfacher als es bei gramnegativen 
Bakterien mit ihrer doppelten Membran möglich ist; 
daher werden Bacillus-Stämme für die Synthese von 
extrazellulären Enzymen wie Proteasen und Amyla- 
sen in großem Maßstab verwendet. 

Pseudomonas putida ist ein Bakterium, das nor- 
malerweise im Wasser lebt. Wie E. coli ist das Bak- 
terium gramnegativ, doch kommt es in der Regel bei 
Umweltanalysen zu Einsatz, da es viele aromatische 
Verbindung abzubauen vermag (s. Kap. 13). Strepto- 
myces coelicolor ist ein grampositives Bodenbakte- 
rium. Es baut Cellulose und Chitin ab und syntheti- 
siert viele unterschiedliche Antibiotika. Ein weiterer, 
häufig industriell eingesetzter Mikroorganismus ist 


Corynebacterium glutamicum. Er dient der biotech- 
nologischen Herstellung von L-Glutaminsäure und 
L-Lysin. 


Aufgrund ihrer einzigartigen Fähigkeiten werden in 
der biotechnologischen Forschung viele verschie- 
dene Bakterien eingesetzt. 


Grundlagen der Genetik 
eukaryotischer Zellen 


Die meisten Eukaryoten sind diploid, d.h., sie besit- 
zen von jedem Chromosom zwei homologe Kopien. 
Dieses trifft auf den Menschen zu wie auch auf Mäu- 
se, Zebrafische, Drosophila, Arabidopsis, C. elegans 
und die meisten anderen Eukaryoten. Mehr als zwei 
Kopien des Genoms zu besitzen ist bei Tieren äußerst 
selten, und man hat bislang nur bei einer argentini- 
schen Ratte vier Genomkopien entdeckt. Dagegen 
sind viele Pflanzen und insbesondere Kulturpflan- 
zen polyploid, sie besitzen vielfache Kopien ihres 
Genoms. So hatte beispielsweise der Vorfahr des 
Weizens sieben Chromosomenpaare (d.h. 2n = 14), 
der heutige Weizen verfügt jedoch über 42 Chromo- 
somen und ist somit hexaploid. Auch in kultivierten 
Sorten von Hafer, Erdnuss, Zuckerrohr, Kartoffel, 
Tabak und Baumwolle liegen vier bis sechs Genom- 
kopien vor. Diese Tatsache macht die genetische 
Analyse sehr kompliziert. 

Bei Tieren unterscheidet man zwischen Keim- 
bahnzellen und somatischen Zellen. Zellen der 
Keimbahn sind die einzigen, deren Teilung zu hap- 
loiden Abkömmlingen führen. Aus diploiden Zellen 
der Keimbahn entstehen haploide Gameten - die 
Eizellen und die Spermien, die zur Vermehrung des 
Individuums beitragen. Bei der Befruchtung fusio- 
nieren die beiden haploiden Zellen und es entsteht 
eine diploide Zelle - die Zygote. Somatische Zellen 
sind dagegen in der Regel diploid und formen das 
Individuum. Alle Mutationen in somatischen Zellen 
werden ausgelöscht, wenn der Organismus stirbt, 
eine Mutation in einer Keimbahnzelle wird jedoch an 
die nächste Generation vererbt (Abb. 1.10). 

Mutiert eine somatische Zelle früh in ihrer Ent- 
wicklung, dann tragen alle von ihr abstammenden 
somatischen Zellen den Defekt. Angenommen, die 
ursprüngliche Zelle ist der Vorläufer des linken Au- 
ges und der Defekt verhindert die Bildung des brau- 
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1.10 Somatische Zellen versus Keimbahnzellen 
Während der Entwicklung werden Zellen entweder zu 
somatischen Zellen, aus denen der Körper besteht, oder 
zu Keimbahnzellen, aus denen entweder Eizellen oder 
Spermien entstehen. Die Keimbahnzellen sind die einzigen 
Zellen, deren Gene an die nächsten Generationen weiter- 
gegeben werden. 


nen Pigments, das braunen Augen ihre Farbe ver- 
leiht. Das rechte Auge wird braun sein, das mutierte 
linke Auge hingegen blau (Abb. 1.11). Blaue Augen 
beruhen nicht auf einem blauen Pigment, ihnen fehlt 
nur das braune. Solche Ereignisse bezeichnet man 
als somatische Mutationen. Sie werden nicht an die 
Nachkommen vererbt. Dennoch können Mutationen 
in somatischen Zellen schwerwiegende Folgen ha- 
ben; sie sind die Ursache für die meisten Formen von 
Krebserkrankungen (s. Kap. 18). 

In Pflanzen ist die Trennung zwischen Keimbahn- 
zellen und somatischen Zellen weniger eindeutig, da 
viele Pflanzenzellen totipotent sind. Eine einzelne 
Pflanzenzelle kann jeden Teil der Pflanze bilden, ob 
reproduktiv oder nicht. Dies gilt nicht für die meisten 
tierischen Zellen. Dennoch besitzen viele tierische 
Zellen das Potenzial, unterschiedliche Zelltypen zu 
bilden. Eine Zelle, die sich in viele Zelltypen zu dif- 
ferenzieren vermag, bezeichnet man als Stammzelle. 
Die Forschung an embryonalen Stammzellen wurde 
politisch zu einem stark umstrittenen Thema, weil 
sich diese Zellen potenziell zu einem Embryo ent- 
wickeln können. Allerdings ist auch die Forschung 
an adulten Stammzellen vielversprechend. So hoffen 
die Forscher darauf, Stammzellen zu identifizieren, 
die neue Neuronen bilden können, um Patienten mit 
einer Schädigung des Rückenmarks zu heilen. 


Eukaryotische Zellen sind komplexer als Bakterien 
und enthalten in einer Zelle vielfache Kopien ihres 
Genoms. Sie sind außerdem spezialisiert, d.h., es 
gibt Zellen für die Reproduktion, einige Zellen sind 
Stammzellen, die sich zu somatischen Zellen diffe- 
renzieren können, und einige Zellen sind in Form 
und Funktion spezialisiert. 


Hefe und andere filamentöse 
Pilze in der Biotechnologie 


Pilze sind für die Biotechnologie außerordentlich 
nützliche Organismen. Jeder, dem schon einmal ein 
Brot verschimmelt ist, hat eine Vorstellung davon, 
wie leicht sie sich kultivieren lassen. Pilze werden tra- 
ditionell bei der Herstellung bzw. Verbesserung von 
Lebensmitteln eingesetzt. Einige finden beim Backen 
und Brauen Verwendung, andere dienen der Käse- 
herstellung, der Produktion von Lebensmitteln wie 
Sojasoße oder sind Speisepilze. Bei der Herstellung 
von Käse wird eine Vielzahl von Pilzen eingesetzt. So 
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1.11 Somatische Mutationen 
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Information für braune Augen weiter. 


Der frühe Embryo trägt in jeder Zelle dieselbe genetische Information. Während der Teilung einer somatischen Zelle kann 
eine Mutation auftreten, die das aus ihr entstehende Organ oder Gewebe beeinflusst. Da die Mutation isoliert in einer 
einzelnen Vorläuferzelle stattgefunden hat, tragen andere Bereiche des Körpers und die Keimbahnzellen diese Mutation 
nicht. Daher wird die Mutation nicht an die Nachkommen weitergegeben. 


ist ein Schimmelpilz namens Penicillium roqueforti 
für die Bildung der blauen Adern in Käsesorten wie 
Roquefort verantwortlich. P candidum, P. caseicolum 
und P camemberti bilden die harten Oberflächen von 
Camembert und Brie. Sojasoße wird aus Sojaboh- 
nen hergestellt, die von Aspergillus oryzae vergoren 
werden. 

Pilze spielen außerdem bei der Produktion von 
vielen industriellen Chemikalien und Pharmazeutika 
eine Rolle, von denen Penicillin das bekannteste ist. 
Es wird von Penicillium notatum in großen Tanks, 
die man als Bioreaktoren bezeichnet, synthetisiert. 
Zitronensäure ist ein chemischer Zusatzstoff in der 
Nahrungsmittelindustrie, der in Zitronen natürlich 
vorkommt. Hierdurch erhalten sie ihren sauren Ge- 
schmack. Die Säure wird etwa seit 1923 durch kulti- 
vierten Aspergillus niger hergestellt. 

Ähnlich wie Bakterien hat Hefe in der Biotech- 
nologie eine Doppelrolle. Sie bietet viele der Vorteile 
von Bakterien und ist außerdem ein Eukaryot. Hefen 
sind außerdem für die Produktion biotechnologischer 
Produkte von Bedeutung. Der in der Forschung am 
häufigsten verwendete Hefestamm ist die Back- oder 
Brauhefe Saccharomyces cerevisiae. Dabei handelt es 
sich um den gleichen kleinen Organismus, der den 
Alkohol im Bier produziert und Brotteig durch die 
Freisetzung von Kohlendioxid aufgehen lässt. 


Hefe ist ein einzelliger Eukaryot, dessen zellu- 
läre Bestandteile in Kompartimente unterteilt sind 
(Abb. 1.12). Wie bei allen Eukaryoten ist das Genom 
der Hefe von einer Kernhülle umgeben. Das Innere 
des Zellkerns und das Cytoplasma sind voneinan- 
der getrennt, doch sie stehen über gesteuerte Kanäle 
(Kernporen) miteinander in Verbindung. Saccha- 
romyces cerevisiae besitzt 16 lineare Chromosomen. 
Diese weisen Telomere und Centromere auf und sind 
in Bakterien nicht vorhanden. Das Hefegenom war 
das erste eukaryotische Genom, das vollständig se- 
quenziert wurde. Es umfasst 12 Mb DNA mit unge- 
fähr 6000 unterschiedlichen Genen. Im Gegensatz zu 
höheren Eukaryoten besitzen Hefegene nur sehr we- 
nige Introns (s. Kap. 2). Im Cytoplasma der Hefezelle 
befinden sich Organellen wie das endoplasmatische 
Reticulum, der Golgi-Apparat und Mitochondrien. 

Ähnlich wie Bakterien wachsen Hefen als ein- 
zelne Zellen. Eine Hefekultur besteht aus identischen 
Zellen, wodurch genetische und biochemische Un- 
tersuchungen einfacher werden. Das Kulturmedium 
kann flüssig oder auch fest sein, und die Kultur 
lässt sich über die Menge und die Zusammensetzung 
der Nährstoffe sowie über die Temperatur und die 
Wachstumszeit kontrollieren. Unter idealen Bedin- 
gungen verdoppelt sich die Zellzahl innerhalb von 90 
Minuten; bei E. coli sind es dagegen 20 Minuten. Ob- 
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1.13 Das 2-um-Plasmid aus Hefe 

Dargestellt sind zwei verschiedene Formen des Plasmids. 
Das Enzym Flp-Rekombinase erkennt die FRT-Stellen und 
rekombiniert sie. Dadurch wird eine Hälfte des Plasmids 
relativ zur anderen Hälfte invertiert. 
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Speicher- 1.12 Struktur einer Hefezelle 

granulum Diese sich teilende Hefezelle be- 
ginnt die Zellkomponenten aufzu- 
teilen. Die Knospe wachst und wird 
schlieBlich von der Mutter (unteres 
Oval) freigesetzt; auf deren Zell- 
wand bleibt eine Narbe zurück. 


wohl langsamer als bei Bakterien, ist das Wachstum 
einer Hefezelle im Vergleich zu anderen Eukaryoten 
schnell. Wie Bakterien lassen sich Hefezellen für Wo- 
chen im Kühlschrank aufbewahren und können über 
Jahre bei -70 °C tiefgefroren werden. 

Den Bakterien ganz ähnlich, enthalten auch ei- 
nige Hefen in ihren Zellkernen extrachromosomale 
Elemente. Das am weitesten verbreitete Element ist 
ein Plasmid mit der Bezeichnung 2-um-Ring. Wie 
die Chromosomen aller Eukaryoten ist die DNA die- 
ses Plasmids ebenfalls um Histone gewunden. Das 
Plasmid wird auch als Klonierungsvektor genutzt 
(s. Kap. 3), um heterologe Gene in Hefe zu expri- 
mieren. Es trägt an gegenüberliegenden Seiten des 
Ringes zwei perfekte DNA-Sequenzwiederholungen 
(FRT-Stellen) und enthält außerdem ein Gen für 
das Flp-Protein, auch als Flp-Rekombinase oder 
Flippase bezeichnet. Dieses Enzym erkennt die FRT- 
Stellen und invertiert eine Hälfte des Plasmids relativ 
zur anderen über DNA-Rekombination (Abb. 1.13). 
Flippase rekombiniert alle DNA-Segmente mit FRT- 
Stellen, unabhängig davon, in welchem Organismus 
sie vorkommen. Somit lässt sich die Flippase einset- 
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zen, um transgene höhere Organismen herzustellen 
(s. Kap. 15). In Pflanzen wird ein vergleichbares Sys- 
tem, Cre (Rekombinase) mit LoxP-Stellen, in ähnli- 
cher Weise genutzt (s. Kap. 14). 


Hefe bietet für die Biotechnologie viele Vorteile. 
Sie ist ein schnell wachsender einzelliger, eukary- 
otischer Organismus mit Chromosomen, die wie 
das menschliche Genom Telomere und Centromere 
besitzen. Hefezellen haben plasmidähnliche extra- 
chromosomale Elemente, die für die Untersuchung 
von neuen Genen eingesetzt werden. 


Kreuzungstypen der Hefe 
und Zellzyklus 


Hefezellen wachsen und teilen sich durch Knos- 
pung. Zelluläre Organellen wie Mitochondrien und 
einige zelluläre Proteine werden in der wachsenden 
Knospe abgetrennt, und schließlich entsteht während 
der Mitose ein weiterer Zellkern. Hat die Knos- 
pe eine ausreichende Größe erreicht, wird die neue 
Tochterzelle freigesetzt, wobei auf der Oberfläche der 
Mutterzelle eine Narbe zurückbleibt. Durch Knos- 
pung und die damit verbundene mitotische Teilung 
des Genoms entstehen genetisch identische Zellen. 

Hefe durchläuft in ihrem Lebenszyklus diploide 
und haploide Phasen, was die genetische Analyse 
erheblich vereinfacht. Die meisten in der Natur vor- 
kommenden Hefen sind diploid, sie besitzen zwei Ge- 
nomkopien. Unter ungünstigen Umweltbedingungen 
durchläuft die Hefe eine Meiose, durch die haploide 
Sporen gebildet werden. Diese Sporen befinden sich 
in einem Ascus, man bezeichnet sie daher als Asco- 
sporen. Sie werden aus dem Ascus freigesetzt. Gelan- 
gen sie in eine andere, nährstoffreichere Umgebung, 
keimen sie aus. Im Labor lassen sich die haploiden 
Zellen isolieren und separat kultivieren, doch in der 
Natur fusionieren haploide Zellen rasch miteinander, 
und es entstehen wieder diploide Zellen (Abb. 1.14). 
Dieser Lebenszyklus der Hefe erlaubt es, ganz so wie 
mit Mendels Erbsen, einzelne Gene während der 
Segregation zu verfolgen und die Vererbungsmuster 
zu analysieren. Die kurze Generationsdauer der Hefe 
ergibt jedoch höhere Individuenzahlen und mehr 
Generationen, die sich untersuchen lassen. 

Wie die Meiose beim Menschen weibliche und 
männliche Gameten erzeugt, so führt die Meiose 


bei der Hefe zu haploiden Zellen unterschiedlicher 
Kreuzungstypen. Da ihre Struktur gleich ist, ist die 
Bezeichnung für die Kreuzungstypen a und « statt 
männlich und weiblich. Eine Fusion kann ausschließ- 
lich zwischen unterschiedlichen Kreuzungstypen statt- 
finden, d.h. nur eine a- und eine a-Zelle können sich 
vereinen und eine diploide Zelle bilden. Jeder Kreu- 
zungstyp synthetisiert ein bestimmtes Paarungsphe- 
romon, das in die Umgebung sekretiert wird. Begeg- 
net eine a-Zelle einem a-Pheromon, dann bindet das 
a-Pheromon an einen Rezeptor (den a-Rezeptor) auf 
der Oberfläche der a-Zelle und bereitet die Hefezelle 
auf die Fusion vor und umgekehrt. Die beiden Zellen 
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1.14 Sich abwechselnde haploide und diploide 
Phasen der Hefe 

Haploide Zellen liegen in zwei verschiedenen Formen a 
und a vor. Diese exprimieren Paarungspheromone, den 
a-Faktor und den a-Faktor, die die jeweils andere Form 
anlocken. Binden die Pheromone an Rezeptoren auf dem 
jeweils anderen Zelltyp, dann werden die beiden haploiden 
Zellen kompetent für eine Fusion zu einer diploiden Zelle. 
Diploide Zellen sporulieren unter wachstumsbegrenzenden 
Bedingungen, ansonsten bilden diese Zellen durch Knos- 
pung genetische Klone. 
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fusionieren und die Genome werden zu einem Genom 
vereint. Der Austausch von Genen bei der sexuellen 
Fortpflanzung ist für die Evolution von großer Bedeu- 
tung, da neue Genkombinationen entstehen, die unter 
bestimmten Bedingungen vorteilhaft sein können. 
Hefezellen bestimmen den Kreuzungstyp über 
einen genetischen Locus, der als MAT-Locus be- 
zeichnet wird. Dieser Bereich der DNA umfasst zwei 
Gene, die in entgegengesetzter Richtung transkribiert 
werden. In haploiden a-Zellen sind dies die Gene 
des Locus MATal und MATa2, in a-Zellen sind es 
MATal und MATa2. Während der Meiose werden 
die Gene an diesem Locus durch Rekombination aus- 
getauscht, sodass die eine Hälfte der Sporen MATal 
und MATa2 besitzen, die andere Hälfte hingegen 
MATal und MATa2. Die Genprodukte des MAT- 
Locus kontrollieren die Expression des Paarungsphe- 
romons und des Rezeptors in den haploiden Zellen. 


Unter nährstoffreichen Bedingungen bildet Hefe 
durch Knospung genetische Klone. Durch sexuelle 
Fortpflanzung können Hefen, wie andere Eukaryo- 
ten auch, ihre Genome genetisch neu kombinieren. 
Die beiden Formen haploider Hefezellen sind a und 
a; sie entsprechen funktionell einer männlichen 
und einer weiblichen Zelle. Die haploiden Zellen 
verschmelzen und es entsteht eine neue, genetisch 
einzigartige diploide Zelle. 


Vielzellige Modellorganismen 
in der Forschung 


Einzeller bieten viele Vorteile, doch um die Physiolo- 
gie des Menschen verstehen zu können, sind Informa- 
tionen über Wechselwirkungen zwischen Zellen erfor- 
derlich. Obwohl einzellige Organismen miteinander 
interagieren, ist es doch nicht dasselbe wie bei einem 
Vielzeller, bei dem eine Zelle auf allen Seiten von ande- 
ren Zellen umgeben ist. Die Position der Zellen beein- 
flusst sowohl ihre Funktion als auch ihre Entwicklung. 
Die Zellen unserer Haarfollikel unterscheiden sich 
z.B. von denen unserer Haut. Knochenzellen weisen 
erhebliche Unterschiede zu den langen Nervenzellen 
in unserem Rückenmark auf. Viele der grundlegenden 
Arbeiten über die Wechselwirkungen zwischen Zellen, 
die Entwicklung von Vielzellern und zum Verständ- 
nis der Zellphysiologie in unterschiedlichen Geweben 
wurden an dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans 
durchgeführt. Obwohl es sich um einen vielzelligen 


Organismus handelt, ist er im Vergleich zu Säugern 
und anderen Wirbeltieren relativ einfach gebaut. 


Caenorhabditis elegans, 
ein kleiner Fadenwurm 


C. elegans ist ein kleiner Fadenwurm, der sich im 
Boden von Bakterien ernährt (Abb.1.15). Es gibt 
zwei Geschlechter - selbstbefruchtende Hermaphro- 
diten (Zwitter) und Männchen. Dadurch sind geneti- 
sche Untersuchungen der Selbstbefruchtung und der 
gegenseitigen Befruchtung möglich. Der Körper hat 
die Form einer einzelnen, nichtsegmentierten Röhre, 
die von einer Cuticula überzogen ist, um eine Aus- 
trocknung zu verhindern. C. elegans besteht aus 959 
somatischen Zellen, von denen mehr als 300 Neuro- 
nen sind. Am Kopf sind viele Sinnesorgane lokali- 
siert, die dem Geruch, dem Geschmack, der Tempe- 
raturwahrnehmung und dem Tasten dienen - Augen 
fehlen jedoch. Ein Nervenring dient als Gehirn und 
entlang des Rückens verläuft ein Nervenbündel. Der 
Verdauungstrakt besteht aus einem Pharynx, gefolgt 
von dem Darm und dem Anus. Der Wurm verfügt 
über 81 Muskelzellen, die sinusförmige Bewegungen 
ermöglichen. Das Reproduktionssystem nimmt den 
meisten Platz im Wurm ein. Bei Hermaphroditen ist 
der Schwanz lang und läuft spitz zu, bei Männchen 
endet er dagegen stumpf. Der Hermaphrodit besitzt 
eine Vulva für die Eiablage. Die Spermien stammen 
entweder von dem Zwitter selbst oder von einem 
männlichen C. elegans. 
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1.15 Caenorhabditis elegans 
Mit freundlicher Genehmigung von jill Bettinger, Virginia 
Commonwealth University, Richmond, VA. 
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C. elegans ist für Molekularbiologie und Genetik 
in vielerlei Hinsicht vorteilhaft. Die Organismen sind 
transparent und können lebend mithilfe verschie- 
dener Fluoreszenzmethoden untersucht werden. Sie 
zeigen viele physiologische Eigenschaften, die de- 
nen höherer Tiere ähneln. Sie durchlaufen einen 
programmierten Zelltod, und die daran beteiligten 
Gene sind Genen des Menschen ähnlich (s. Kap. 20). 
C. elegans wird verwendet, um Entwicklung, Altern, 
Geschlechtsdimorphismus, Alkoholstoffwechsel und 
viele andere, den Menschen betreffende Phänomene 
zu untersuchen. 

Der Lebenszyklus von C. elegans ist für die For- 
schung vorteilhaft. Eine Generation dauert ungefähr 
drei Tage. Zunächst verschmelzen im Körper des 
Hermaphroditen Spermium und Eizelle und eine 
einzellige Zygote entwickelt sich. Nachdem die Larve 
geschlüpft ist beginnen die Larvenstadien. Sie unter- 
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y 
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(9 Stunden) 
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1.16 Lebenszyklus von Caenorhabditis elegans 


teilen sich in vier Stadien L1 bis L4. Die Geschlechts- 
organe entwickeln sich am Übergang von L2 zu L3. 
Spermien und Eizellen reifen spät im L3-Stadium vor 
dem Übergang zum L4-Stadium, L4 ist das adulte 
Tier (Abb. 1.16). Da C. elegans ein Hermaphrodit ist, 
lässt sich der Organismus leicht genetisch untersu- 
chen. Selbstbefruchtung erlaubt die unkomplizierte 
Vermehrung von homozygoten Organismen. Dies ist 
für die Isolierung von Mutanten sehr nützlich. 


C. elegans ist ein vielzelliger, eukaryotischer Mo- 
dellorganismus. Dieser Organismus wird in der 
biotechnologischen Forschung eingesetzt, weil er 
leicht zu kultivieren und transparent ist. Es gibt 
zudem eine zwittrige Form (Hermaphrodit), sodass 
sich entweder genetische Klone erzeugen lassen 
oder genetisch neue Organismen. 


Ei 
4 1 
(12 
25C Stunden) 
L2 
(7 Stunden) 


Wenn das Spermium von C. elegans mit einer Eizelle verschmilzt, entwickelt sich ein kleiner Wurm (L1). Die Larve durch- 
läuft viele Stadien, bis sich ein reproduktionsfähiges, adultes Tier entwickelt hat. C. elegans besitzt sechs unterschied- 
liche Chromosomen: fünf Autosomen und ein X-Chromosom. Der Wurm ist diploid, enthält also zwei Chromosomensätze. 
Besitzt ein Embryo zwei X-Chromosomen, dann entwickelt er sich zu einem Hermaphroditen. Besitzt er nur ein X-Chro- 
mosom, dann wird er zu einem Männchen. Diese machen allerdings nur bis zu 0,05% einer normalen Population aus. 

Das Genom umfasst 97 Mb und wurde im Jahre 1998 vollständig sequenziert. Nahezu 27% des Genoms sind codierende 
Sequenzen mit etwa 19000 Genen, von denen mehr als 900 mRNA codieren. Ein durchschnittliches Gen besteht aus fünf 
Introns und ist etwa 3000 Basenpaare lang. Intron-DNA macht etwa 26% des Gesamtgenoms aus. Die restlichen 47 % 


des Genoms sind intergenisch und nichtcodierend. 
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Drosophila melanogaster, 
die Taufliege 


Ein anderer vielzelliger Organismus, der aufgrund sei- 
ner Genetik vielfach verwendet wird, ist Drosophila 
melanogaster, in der Regel einfach als Drosophila (Tau- 
fliege) bezeichnet. Das Insekt ist ungefähr 3 mm lang 
und häufig an reifem, faulem Obst zu finden. Die Flie- 
gen lassen sich im Labor leicht kultivieren. Sie benö- 
tigen eine Nahrungsquelle und werden in mit Baum- 
wolle verschlossenen Flaschen gehalten. Ihre gesamte 
Lebensspanne umfasst zwei Wochen und beginnt mit 
einem Ei von etwa 0,5 mm Länge (Abb. 1.17). Der 
Embryo entwickelt sich innerhalb eines Tages im Ei 
und schließlich schlüpft eine wurmähnliche Larve. 
Es gibt drei Larvenstadien, die sich ein, zwei und 
vier Tage nach dem Schlüpfen entwickeln. Jede Lar- 
ve wächst und frisst kontinuierlich und häutet sich 
zur nächsten Larvenform. Das dritte Larvenstadium 
entwickelt zu einer unbeweglichen Puppe, die in der 
Regel an der Innenseite der Glasflasche hängt, wo sie 
für etwa sechs Tage verbleibt. Während dieser Zeit 


adultes Weibchen von Drosophila 


Puppe 


drittes 
Larvenstadium 


zweites 
Larvenstadium 


verwandelt sich die Larve in eine beflügelte, adulte 
Fliege. Flügel, Beine, Antennen, der segmentierte Kör- 
per, die Augen und das Haar werden gebildet. 

Der Schwerpunkt in der Drosophila-Forschung ist 
die Genetik. Es sind viele unterschiedliche Mutatio- 
nen bekannt. Dazu gehören einfache Veränderungen 
wie eine längere oder kürzere Körperbehaarung, aber 
auch dramatische Veränderungen wie die Verdopp- 
lung von Körpersegmenten. Diese führen dazu, dass 
einige Drosophila-Mutanten vier Flügel oder zusätzli- 
che Beine besitzen. Die Untersuchung dieser Mutan- 
ten ermöglichte die Identifizierung vieler Gene, die 
den grundlegenden Bauplan der Fliege, und aufgrund 
der Homologie auch den des Menschen, bestimmen. 
Das Drosophila-Genom wurde bereits sequenziert 
und umfasst 165 Mb DNA, die sich auf drei Autoso- 
men und die Geschlechtschromosomen X und Y ver- 
teilen. Es werden 12000 Gene im Genom vermutet. 

Während des schnellen Wachstums in den Lar- 
venstadien bleibt die Zahl der Zellen nahezu kon- 
stant, in dieser Zeit nimmt die Größe der Zellen 
jedoch deutlich zu. Damit diese riesigen Zellen ord- 


erstes 

Larven- 

stadium 

1.17 Lebenszyklus von Drosophila 
melanogaster 

Drosophila, die Taufliege, beginnt als 
kleines Ei, das sich zu einem Wurm 
(Made) entwickelt. Nach einer Reihe 
von Larvenstadien verpuppt sich die 
Made, und in der Puppe entwickelt sich 
das adulte Tier. 
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nungsgemäß funktionieren, müssen große Mengen 
zusätzlicher Proteine und mRNA synthetisiert wer- 
den. Die Chromosomen verdoppeln sich Hunderte 
Male, sodass vielfache Genkopien entstehen. Trotz 
dieser Vervielfältigung trennen sich die Chromoso- 
men nicht, sondern bleiben miteinander verbunden, 
wodurch dicke polytäne Chromosomen entstehen 
(Abb. 1.18). Diese sind so groß, dass sie unter dem 
Lichtmikroskop sichtbar sind. Die polytänen Chro- 
mosomen haben charakteristische Bandenmuster, 
wobei jeder Abschnitt auf jedem Chromosom einzig- 
artig ist. Mithilfe des Bandenmusters war es möglich, 
einige Mutationen zu lokalisieren. So verändert z.B. 
eine Deletion, die im adulten Tier weiße Augen her- 
vorruft, das Muster auf dem entsprechenden polytä- 
nen Chromosom. Die Mutation lässt sich so leicht 
auf dem Chromosom kartieren. 


Die echte sexuelle Fortpflanzung von Drosophila 
erlaubt genetische Manipulationen. Die komplexen 
Veränderungen, die während der Metamorphose 
von der Puppe zur adulten Fliege stattfinden, sind 
zwei wichtige Eigenschaften, die von Forschern 
untersucht werden. 


Polytänes Chromosom 
Fluoreszenzfärbung eines polytänen Chromosoms von 
Drosophila. 


Zebrafische sind Modellorganis- 
men für die Entwicklungsgenetik 


Der kleine Zebrafisch (Danio rerio) ist ein einfacher 
Vertebrat, der in der molekularbiologischen Forschung 
eingesetzt wird. Außerdem wird der verbreitete Fisch 
in Zoohandlungen für die Haltung in Süßwasseraqua- 
rien verkauft. Die Eigenschaften, die ihn als Bewohner 
eines Aquariums so beliebt machen, sind auch für die 
Forschung interessant. Er ist leicht zu halten und zu 
züchten. Außerdem existiert eine Vielfalt an Mutatio- 
nen, wodurch der Fisch für die genetische Forschung 
geeignet ist. Das erwachsene Tier ist etwa 2,5 cm lang, 
mit schwarzen horizontalen Streifen entlang seines 
Rumpfes (Abb.1.19). Das Weibchen legt ungefähr 
200 Eier gleichzeitig, sodass nach einer Befruchtung 
viele Nachkommen analysiert werden können. Die 
Embryos sind sehr transparent, wodurch sich Aus- 
wirkungen von Mutationen auf die embryonale Ent- 
wicklung leicht erkennen lassen. Außerdem können 
unterschiedliche Zellen entweder gezielt zerstört oder 
auch an neue Positionen verpflanzt werden, um den 
Einfluss auf deren Entwicklung zu beobachten. Solche 
Versuche sind sehr hilfreich, um die Auswirkung der 
Position auf die zelluläre Entwicklung zu ermitteln. 
Die Embryos entwickeln sich in etwa 24 Stunden aus 
einer einzelnen Zelle zu einem winzigen Fisch, sodass 
sich Untersuchungen zur Entwicklung relativ schnell 
durchführen lassen. 


Zebrafische sind Schlüsselorganismen für Unter- 
suchungen der embryonalen Entwicklung, weil sich 
ihre Nachkommen außerhalb der Mutter entwickeln. 


Der Zebrafisch, Danio rerio 
Dieser Fisch wird in genetischen Untersuchungen, der 
Zellbiologie und der Entwicklungsbiologie als Modellorga- 
nismus für Vertebraten eingesetzt. 
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Mus musculus, die Maus, ist 
dem Menschen auf genetischer 
Ebene ähnlich 


Der Modellorganismus, der dem Menschen am ähn- 
lichsten ist, ist die Maus. Ihr Genom umfasst etwa 
2600 Mb auf 20 unterschiedlichen Chromosomen. 
Weniger als 1% der Gene haben im Menschen kein 
entsprechendes Gegenstück, sodass sich die Maus- 
genetik leicht auf den Menschen übertragen lässt. 
Mäuse sind genetisch leicht zu manipulieren und 
Tiere mit einem oder mehreren inaktivierten Genen 
(Knockout-Mäuse) sind relativ einfach herzustellen 
(s. Kap. 15). Neben genetischen Deletionen lassen sich 
auch Gene in die Maus einschleusen und in ihr expri- 
mieren, so entstehen transgene Mäuse (s. Kap. 15). 
Die Auswirkung solcher genetischer Manipulationen 
auf das Wachstum, die Entwicklung oder die Physio- 
logie können untersucht werden. 


Forscher betrachten Mäuse als sehr menschen- 
ähnlich, weil sie viele gemeinsame Gene haben. 


In vitro-Kulturen von 
tierischen Zellen 


Eine weitere Möglichkeit, sich der menschlichen Phy- 
siologie zu nähern, ist die Untersuchung von Säu- 
gerzellen, die in vitro angezogen werden (Abb. 1.20). 
Bislang wurden viele unterschiedliche Zelllinien von 
Menschen und Affen hergestellt. Als Kulturgefäße die- 
nen Plastikschalen oder Flaschen, die Kulturmedien 
mit Wachstumsfaktoren und Nährstoffen enthalten. 
Die Zelllinien müssen bei 37 °C gezogen werden und 
benötigen eine CO,-reiche Atmosphäre. Adhärente 
Zelllinien haften an den Plastikschalen und teilen sich 
auch auf ihnen, Suspensionskulturen dagegen wach- 
sen und teilen sich im Medium. Die meisten Zelllinien 
enthalten einen speziellen Zelltyp eines bestimmten 
Gewebes wie Niere, Leber, Herz usw., aus denen schon 
viele Linien hergestellt wurden. Die ursprünglichen 
Zelllinien können sich in Kultur nicht unbegrenzt tei- 
len. Solche Primärzellen lassen sich nur für eine kurze 
Zeit erhalten. Abhilfe schuf hier die Verwendung von 
Krebszellen, die sich unaufhörlich teilen (s. Kap. 18). 
Diese Zelllinien sind unsterblich und können im Prin- 
zip unbegrenzt kultiviert werden. 


Der wichtigste Grund für die Verwendung 
menschlicher Zellkulturen ist die Möglichkeit, ge- 
netische Untersuchungen durchzuführen. In kul- 
tivierten Zellen lassen sich unterschiedliche Gene 
exprimieren und die Wirkung auf die Physiologie 
analysieren. Außerdem eignen sie sich zur Unter- 
suchung von Deletionen oder Mutationen. Obwohl 
die Zellen sich nicht im Menschen befinden, ist ihre 
genetische Ausstattung identisch mit Zellen, die Teil 
eines Organismus sind. Zellkulturen aus Säugetie- 
ren sind auch für die Produktion von rekombinan- 


1.20 In vitro wachsende, menschliche HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen wurden im Jahre 1950 aus einem Tumor 
gewonnen, den man damals Henriette Lack entnommen 
hatte, die an einem Zervikalkarzinom litt. Seitdem wurden 
die Zellen ununterbrochen kultiviert. a Zellen im Phasen- 
kontrast. b Zellen im differenziellen Interferenzkontrast. 
Mit freundlicher Genehmigung von Michael W. Davidson, 
Optical Microscopy Group, National High Magnetic Field 
Laboratory, Florida State University, Tallahassee, Florida. 
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1.21 Insektenzellen in Kultur 

a HvT 1-Zellen aus dem Hoden der Amerikanischen Tabak- 
eule heften sich fest an die Oberfläche der Kulturschale. 

b TN368-Zellen aus dem Ovar des Kohlspanners lagern sich 
dagegen nur locker an. Mit freundlicher Genehmigung von 
Dwight E. Lynn, Insect Biocontrol Lab, USDA, Beltsville, MD. 


ten Proteinen von Bedeutung. Die Proteine werden 
anschließend für medizinische Zwecke oder andere 
biotechnologische Anwendungen isoliert und ge- 
reinigt. 

Zelllinien wurden auch aus Insekten gewonnen 
(Abb. 1.21). Diese dienen hauptsächlich der Expres- 
sion von heterologen Proteinen in der biotechnolo- 
gischen Industrie. Insektenzellen werden gegenüber 
Säugerzellen bevorzugt, da sie für ihr Wachstum 
weniger Nährstoffe benötigen und sich in serum- 
freiem Medium halten lassen. Säugerzellen hingegen 
erfordern Serum aus Kuhfeten, das sehr teuer ist und 
nicht unbegrenzt zur Verfügung steht. Außerdem 


wachsen die Zellen von Insekten bei geringeren Tem- 
peraturen und ohne Kohlendioxid, wodurch man auf 
spezielle Inkubatoren verzichten kann. 

Insektenzellen werden in der Forschung ver- 
wendet, um Viren zu untersuchen, die durch In- 
sekten zwischen Pflanzen übertragen werden, und 
um Signalwege zu identifizieren. Insektenzelllinien 
stammen hauptsächlich von Spodoptera frugiperda 
(Herbstheerwurm), Trichoplusia ni (Kohlspanner), 
Drosophila melanogaster (Taufliege), Heliothis vires- 
cens (Amerikanische Tabakeule), der Stechmücke 
und anderen. Die am weitesten verbreiteten Zellli- 
nien sind die aus dem Ovargewebe von S. frugiperda, 
zu denen Sf9- und Sf21-Zellen gehören, solche aus 
den embryonalen Zellen von T. ni (enthalten die 
„high five“-Zelllinien) und Zelllinien aus späteren 
Stadien des Drosophila-Embryos (z.B. Schneider-S2- 
Zellen). 


Die Untersuchung von Zellen in einer Kulturschale 
statt in einem Organismus bietet dem Forscher 
eine weitere Möglichkeit, Gene zu studieren. Die 
Zelllinien sind nützlich für genetische Manipulatio- 
nen, wie die Expression neuer Gene oder die Dele- 
tion von existierenden Genen. 


Arabidopsis thaliana, 
eine Blütenpflanze als 
Modellorganismus 


Der in der pflanzlichen Genetik und Molekularbio- 
logie am häufigsten verwendete Modellorganismus 
ist das Kraut Arabidopsis thaliana, Ackerschmalwand 
oder auch Schotenkresse genannt (Abb. 1.22). Die 
Pflanzenforschung ist noch nicht so weit fortge- 
schritten wie die Erforschung des Menschen, doch 
werden hier große Anstrengungen unternommen. 
Der Anbau verschiedener Kulturpflanzen ist für die 
Ernährung der Weltbevölkerung von außerordentli- 
cher Bedeutung. Die Investitionen in die Erforschung 
der am häufigsten als Nahrungsmittel genutzten Kul- 
turpflanzen wie Reis, Sojabohne, Weizen und Mais 
sind enorm. Diese Pflanzen besitzen riesige Geno- 
me und die meisten sind polyploid - sogar hexa- 
ploid (wie beim Weizen). Um die grundlegenden 
biologischen Vorgänge zu erforschen ist daher ein 
Modellorganismus essenziell. Arabidopsis zeigt nahe- 
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1.22 Arabidopsis thaliana 

Die Pflanze, die in der molekularbiologischen Forschung 
am häufigsten als Modellorganismus verwendet wird, ist 
A. thaliana aus der Familie der Kreuzblütler (Brassica- 
ceae). Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Jeremy Bur- 
gess, Science Photo Library. 


zu dieselben Reaktionen auf Stress und Erkrankun- 
gen wie Kulturpflanzen. Außerdem sind viele Gene, 
die an Reproduktion und Entwicklung beteiligt sind, 
homolog zu den Genen in Pflanzen mit komplexen 
Genomen. 

Arabidopsis thaliana verfügt über einige nützliche 
Eigenschaften. Erstens lässt sich die Pflanze im Labor 
leicht kultivieren. Sie ist klein und passt sich ihrer 
Umgebung an. Sind Nährstoffe reichlich vorhanden 
und gibt es viel Platz, dann wächst sie bis zu einer 
Höhe und Breite von etwa 30 cm. Ist die Umgebung 
jedoch eine kleine Kulturschale im Labor, dann kön- 
nen Höhe und Breite nur ungefähr 1 cm betragen. 
Bei jeder Größe bildet die Pflanze Blüten und Samen. 
Eine vollständige Generation vom Samen bis zur aus- 
gewachsenen Pflanze dauert 6-10 Wochen, was für 


eine Pflanze relativ wenig ist. (Bei Mais oder Soja ist 
eine Vegetationsperiode gleichbedeutend mit nur ei- 
ner Generation.) Jede Arabidopsis-Pflanze produziert 
viele Samen - ein Vorteil für genetische Untersu- 
chungen. Ähnlich wie Hefe kann Arabidopsis in der 
haploiden Phase gehalten werden. 

Für eine Pflanze besitzt Arabidopsis ein kleines 
Genom, das 125 Mb umfasst, verteilt auf fünf Chro- 
mosomen. Das Genom wurde im Jahr 2000 vollstän- 
dig sequenziert, wodurch es Forschern schließlich 
gelang, ungefähr 25000 Gene und andere bedeutende 
Sequenzinformationen zu identifizieren. Auch Reis 
wurde sequenziert. Er besitzt etwa 40 000 bis 50 000 
Gene, womit er die für den Menschen geschätzte 
Zahl an Genen überschreitet. Reis (und zweifelsohne 
viele andere Pflanzen) ist somit möglicherweise wei- 
ter entwickelt als wir Menschen. 


Auch die Pflanzenforschung nutzt für Untersuchun- 
gen einen Modellorganismus, Arabidopsis thaliana. 
Die Pflanze wird aufgrund ihrer geringen Größe, ih- 
rer geringen Ansprüche und ihres kleinen Genoms 
eingesetzt. 


Viren in der genetischen 
Forschung 


Viren sind Einheiten an der Grenze zum Leben. 
Doch im Gegensatz zu lebenden Organismen ver- 
mögen Viren nicht außerhalb eines Wirtes zu über- 
leben. Viren dringen als Pathogene in Wirtszellen 
ein und produzieren mit deren Hilfe virale Nach- 
kommen. Sie sind im Grunde genommen einfach 
aber doch sehr mächtig. Viren bestehen aus einer 
Proteinhülle, als Capsid bezeichnet, die ein Genom 
aus RNA oder DNA einschließt. Ein solches Partikel 
nennt man Virion. Es verfügt über keinen eige- 
nen Energiestoffwechsel und kann auch das eigene 
Genom nicht duplizieren. Das Virus nutzt dafür die 
Wirtszelle. 

Es gibt viele verschiedene Formen von Viren. Sie 
können jeden lebenden Organismus, vom Bakterium 
bis hin zu Menschen oder Pflanzen, befallen. Vi- 
rale Erkrankungen des Menschen sind weit verbreitet 
und die meisten rufen nur geringe Symptome hervor. 
Wird ein Mensch beispielsweise von einem Rhinovi- 
rus infiziert, dann beginnt die Nase zu laufen, weitere 
Symptome einer Erkältung zeigen sich und das Opfer 
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fühlt sich für ein paar Tage elend. Viren verursachen terien infizieren, werden auch als Bakteriophagen 
allerdings auch eine Reihe schwerer Erkrankungen oder Phagen bezeichnet. Sie zerstören normaler- 


wie AIDS, Pocken, Hepatitis oder das Ebola-Fieber. weise die Bakterienzelle, wenn neue Viruspartikel 
Befällt ein Virus ein Bakterium, dann stirbt das hergestellt und freigesetzt werden. Wachsen Bakte- 
infizierte Bakterium in der Regel. Viren, die Bak- rien aufeiner Agarplatte, dann sind sie auf dem Agar 
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1.23 Lebenszyklus eines Virus 

Der Lebenszyklus eines Virus beginnt, wenn die virale DNA oder RNA in die 
Wirtszelle eingeschleust wird. Einmal in der Zelle, nutzt das Virus die Wirtszelle, 
um weitere Kopien des viralen Genoms und Proteinhüllen für den Zusammenbau 
von neuen Viruspartikeln herzustellen. Sind die neuen Kopien des Virus zusam- 
mengesetzt, platzt die Wirtszelle und setzt die Nachkommen frei. Diese können 
nun andere Zelle infizieren. 
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als wolkiger Belag sichtbar (Bakterienrasen). Ist die 
Bakterienkultur mit einem Bakteriophagen infiziert, 
dann sind die Bereiche, wo Bakterien durch den 
Virusbefall zerstört werden, als klare Zonen sichtbar 
(Plaques). 
Bakteriophagen durchlaufen, wie andere Virenty- 
pen auch, folgenden Lebenszyklus (Abb. 1.23): 
a) Anheftung des Virions an die Wirtszelle 
b) Einschleusen die viralen Genoms in die Zelle 
c) Replikation des viralen Genoms 
d) Produktion von neuen viralen Proteinen 
e) Zusammenbau von neuen Viruspartikeln 
f) Freisetzung von neuen Virionen durch die Wirts- 
zelle 


Nicht jedes Virus tötet die Wirtszelle, und tatsächlich 
haben viele Viren eine latente Phase, in der sie in der 
Zelle ruhen und keine neuen Proteine oder Viren 
gebildet werden. Bei Tierzellen wird diese Phase als 
Latenz bezeichnet, bei Bakterien dagegen als Lyso- 
genie. (Im Gegensatz dazu nennt man die Phase des 
viralen Wachstums, in der die Wirtszelle zerstört 
wird, lytische Phase.) Gelegentlich wird ein Virus 
latent, wenn sich sein Genom in das Genom der 
Wirtszelle integriert und dort inaktiv bleibt, bis es 
durch einen äußeren Reiz reaktiviert wird. Das inte- 
grierte Virus bezeichnet man als Provirus oder im 
Fall eines befallenen Bakteriums als Prophagen. 

Die große Vielfalt von Viren lässt sich je nach 
Form des Capsids oder der Art des Genoms in Grup- 
pen einteilen. Die drei Hauptformen sind sphärisch 
(kugelförmig), filamentös und komplex. Sphärische 
Viren bestehen aus 20 flachen, dreieckigen Platten 
und sind daher Ikosaeder. Komplexe Viren haben 
verschiedene Formen: Einige besitzen Schwanzfasern 
(Spikes), über die sich das Virus an die Wirtszelle 
heftet, ein lineares Segment, welches das DNA- oder 
RNA-Genom injiziert, und eine Struktur, die das 
Virusgenom enthält. Diese Form eines komplexen 
Virus ist unter den Bakteriophagen weit verbreitet, 
von denen viele in der molekularbiologischen For- 
schung eingesetzt werden, wie die Bakteriophagen 
T4, lambda und Mu (Abb. 1.24). 

Die Größe von Virusgenomen variiert. Alle Ge- 
nome enthalten jedoch ausreichend genetische In- 
formation, um die Wirtszelle so zu verändern, dass 
Kopien des viralen Genoms und Capsidproteine 
hergestellt werden. Das Virus benötigt mindestens 
ein Gen für die Replikation seines Genoms, eines 
für das Capsidprotein und eines für die Freisetzung 
der neuen Viren aus der Wirtszelle. Der Bakterio- 
phage Qß infiziert Bakterien. Sein gesamtes Genom 


umfasst nur 3500 Basenpaare und besteht aus nur 
vier Genen. Auf der anderen Seite besitzen kom- 
plexe Viren mehr als 200 Gene, die zu verschiede- 
nen Zeitpunkten nach der Infektion der Wirtszelle 
aktiviert werden. Die Gene lassen sich, abhängig 
von den Zeitpunkten, in denen sie aktiv sind, in 
Kategorien einteilen. Einige Gene werden als frühe 
Gene bezeichnet, sie sind unmittelbar nach der 
Infektion des Wirtes aktiv. Die späten Gene sind 
nur aktiv, wenn das Virus schon einige Zeit im Wirt 
verbracht hat. 

Virale Genome bestehen entweder aus DNA oder 
aus RNA, sie können doppel- oder einzelsträngig, 
linear oder ringförmig sein. Besitzen Viren eine ein- 
zelsträngige RNA als Genom, dann kann es sich bei 
der RNA entweder um einen positiven ((+)-Strang) 
oder einen negativen ((-)-Strang) handeln. Der po- 
sitive Strang entspricht dem codierenden Strang und 
der negative dem Matrizenstrang (s. Kap. 2). Injiziert 
ein Virus seinen (+)-RNA-Strang in den Wirt, dann 
kann die RNA direkt als mRNA für die Proteinsyn- 
these verwendet werden. Wird dagegen ein negativer 
Strang injiziert, muss die RNA zunächst in eine dop- 
pelsträngige Form (die replikative Form oder RF) 
überführt werden. In diesem Fall wird jeder Strang 
verwendet: der negative für die Synthese von mehr 
positiv strängigen Genomen und der positive für die 
Proteinsynthese. 

Einige Viren haben als Genom sowohl RNA als 
auch DNA (Abb. 1.25). Retroviren infizieren Tiere. 
Zu ihnen gehört z.B. HIV (engl. human immunode- 
ficiency virus). Das Genom im Retroviruspartikel ist 
eine einzelsträngige RNA, die, nachdem sie in den 
Wirt eingeschleust wurde, in DNA umgeschrieben 
wird. Das Enzym, das aus dem RNA-Genom eine 
DNA-Kopie herstellt, ist die Reverse Transkriptase. 
Das Enzym wird in der Molekularbiologie und in 
der Gentechnik häufig eingesetzt (s. Kap. 3). Ist die 
DNA-Kopie synthetisiert, wird sie mithilfe von zwei 
sich wiederholenden DNA-Sequenzen an den En- 
den, die man lange terminale Sequenzwiederho- 
lungen (engl. long terminal repeats, LTRs) nennt, in 
die Wirts-DNA integriert. Auf diese Weise wird das 
Retrovirus zum Bestandteil des Wirtsgenoms, wes- 
halb AIDS (engl. acquired immunodeficiency virus) 
nicht völlig geheilt werden kann; der Wirt kann sich 
dieser retroviralen DNA, ist sie einmal integriert, 
niemals entledigen. Die viralen Gene dirigieren an- 
schließend die Synthese von neuen Viruspartikeln, 
welche benachbarte Zellen infizieren. Die Reverse 
Transkriptase ist ein Beispiel für ein Genprodukt 
eines viralen Gens, das durch den Wirt synthetisiert 
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Adenovirus 
dsDNA 


ohne Hülle 


Reovirus 
dsRNA 
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1.24 Beispiele für Viren 

Viren haben unterschiedliche For- 
men und Größen, die bestimmen, 
ob das gesamte Virus oder nur 
sein Genom in die Wirtszelle einge- 
schleust wird. 


und in Virionen verpackt wird, um den nächsten In- 
fektionszyklus in Gang zu bringen. 

Genome von Retroviren besitzen drei wichtige 
Gene, gag, pol und env, wie auch einige weniger 
bedeutsame Gene. Die Gene tat und rev regulieren 
die Expression der anderen viralen Gene. Nef, vir, 
vpr und vpu codieren vier Zugangsproteine, die die 
Immunabwehr der Wirtszelle hemmen und die Ef- 
fizienz der Virusproduktion steigern. Von gag, pol 
und env ausgehend entstehen einzelne mRNA-Tran- 
skripte, die eine Vielzahl von Proteinen codieren. 
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Gag codiert drei Proteine, die an der Synthese des 
Capsids beteiligt sind. Bei pol sind es drei Proteine, 
von denen eines eine Protease ist, welche andere 
Proteine während des Zusammenbaus des Partikels 
abbaut. Eines ist eine Reverse Transkriptase, die eine 
DNA-Kopie des Genoms herstellt, und eines ist eine 
Integrase, die die virale DNA in das Wirtschromo- 
som integriert. Env codiert zwei Strukturproteine: 
Eines von ihnen bildet die äußeren Schwanzfasern 
(Spikes) und eines unterstützt das Virus beim Ein- 
dringen in die Wirtszelle. 
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1.25 Lebenszyklus eines Retrovirus 

Genome von Retroviren bestehen aus positiver RNA. 
Nachdem die RNA in die Wirtszelle eingeschleust wurde, 
wird mithilfe der Reversen Transkriptase von dem Ge- 
nom eine DNA-Kopie synthetisiert. Der ursprüngliche 
RNA-Strang wird abgebaut und durch DNA ersetzt. 
Anschließend kann die gesamte doppelsträngige DNA- 
Version des viralen Genoms in das Wirtsgenom eingebaut 
werden. 


Viren werden in der biotechnologischen Forschung 
ausgiebig genutzt, weil sie darauf spezialisiert sind, 
ihr Genom in das Wirtsgenom einzubauen. Sie 
nutzen den Wirt bei der Expression ihrer Gene und 
stellen weitere Kopien ihrer selbst her. Forscher 
machen sich diese Eigenschaften zunutze, um neue 
Gene zu untersuchen, die Genome anderer Mo- 
dellorganismen zu verändern und beim Menschen 
Gentherapien durchzuführen. 


Subvirale, infektiöse 
Agenzien und „genetische 
Einheiten“ 


Wir verwenden im Folgenden den Begriff „geneti- 
sche Einheiten“, die gelegentlich auch als subvirale, 
infektiöse Agenzien bezeichnet werden. Dabei han- 
delt es sich nicht um lebende Organismen, denn kei- 
ne von ihnen verfügt über einen eigenen Energiestoff- 
wechsel, repliziert das eigene Genom selbst oder kann 
unabhängig von einem Wirt überdauern. Im Gegen- 
satz zu einer „genetischen Einheit“ hat ein Virus 
den großen Vorteil, in Form eines inaktiven Partikels 
außerhalb der Wirtszelle existieren zu können. 

Bei Satellitenviren handelt es sich um defekte 
Viren. Sie vermögen ihr Genom zu replizieren oder 
esin ein Capsid zu verpacken, doch können sie nicht 
beides. Satellitenviren benötigen ein Helfervirus, das 
die fehlenden Komponenten bereitstellt. Das Hepa- 
titisdeltavirus (HDV) ist ein kleines Satellitenvirus 
mit einzelsträngiger RNA, das die Leber infiziert. Es 
wird vom Hepatitis-B-Virus unterstützt. Der Bak- 
teriophage P4 ist ein Satellitenvirus, das E. coli infi- 
ziert. Es ist ein Virus mit doppelsträngiger DNA, das 
als Plasmid repliziert oder in das Wirtschromosom 
integriert werden kann - es kann selbst keine Vi- 
ruspartikel bilden. Es ist auf den P2-Bakteriophagen 
angewiesen, der die Strukturproteine liefert. P4 stellt 
für das P2-Genom Transkriptionsfaktoren bereit, die 
die Genexpression kontrollieren. 

Auch „genetische Einheiten‘, die für den Wirt 
nützlich sein können, gehören in diese Kategorie. 
So sind z.B. auch die Plasmide von E. coli und Hefe 
genetische Elemente, die über keinen eigenen Ener- 
giestoffwechsel verfügen und die für die eigene Rep- 
likation auf die Wirtszelle angewiesen sind. Sie kön- 
nen außerhalb der Zelle nicht existieren. Wie Viren 
und Satellitenviren sind Plasmide Replikons, d.h., 
sie tragen ausreichend Information in ihrem Genom, 
um ihre eigene Replikation zu dirigieren. Plasmide 
können für den Wirt positive Eigenschaften vermit- 
teln. So kann ein Plasmid z.B. antibakteriell wirkende 
Enzyme codieren wie Bacteriocine, die es ihrem Wirt 
erlauben, mit anderen Bakterien um Nährstoffe zu 
konkurrieren (s. oben). Plasmide können Resistenz- 
gene für Antibiotika tragen, sie ermöglichen es ihrem 
Wirt, in Anwesenheit dieser Antibiotika zu überle- 
ben. Plasmide verleihen auch Virulenz und machen 
das Wirtsbakterium aggressiver und auch tödlich. 
Schließlich enthalten manche Plasmide auch Gene, 
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durch die der Wirt neue Kohlenstoffquellen als Nah- 
rungsquellen zu erschließen vermag. 

Plasmide sind in der Regel kleine DNA-Ringe, 
obwohl es auch einige lineare Formen gibt. Trotz ih- 
rer unterschiedlichen Größe sind sie gewöhnlich viel 
kleiner als das Bakterienchromosom. Die Gene auf 
den Plasmiden sind sehr oft für den Wirt vorteilhaft. 
Weil das Plasmid im Cytoplasma des Wirtes coexis- 
tiert, schädigt es seinen Wirt im Allgemeinen nicht. 

In einigen E. coli-Bakterien kommt das F-Plasmid 
vor, dessen Größe etwa 1% der Größe des Chromo- 
soms ausmacht. „F“ steht für Fertilität, und das Plas- 
mid verleiht den Zellen die Fähigkeit, sich zu kreuzen. 
F-Plasmide können sich selbst von einer Zelle auf eine 
andere übertragen - ein Prozess, der als Konjugation 
bezeichnet wird (Abb. 1.26). Das Plasmid trägt Gene, 
die für die Ausbildung eines speziellen Pilus, den F-Pi- 
lus, verantwortlich sind, der eine F*-Zelle physisch mit 
einer F--Zelle verbindet. Nach dem Kontakt bildet sich 
zwischen den beiden Zellen eine Konjugationsbrücke. 
Bei der Replikation des F-Plasmids wird ein DNA- 
Strang am Replikationsursprung gespalten, und das 
freie Ende tritt durch die Brücke in das Cytoplasma 
der F--Zelle. Im Empfänger wird ein komplementä- 
rer DNA-Strang synthetisiert, und das Plasmid wird 
wieder zu einem Ring geschlossen. Der andere Strang 
des elterlichen Plasmids verbleibt in der ursprüng- 
lichen F*-Zelle und wird ebenfalls dupliziert. Nach 
der Konjugation sind daher beide Zellen F*-Zellen. 
Gelegentlich integriert sich ein F-Plasmid aber auch 
in das Wirtschromosom. Wird ein solches eingebautes 
F-Plasmid mithilfe der Konjugation auf eine andere 
Zelle übertragen, dann können Teile des Wirtschro- 
mosoms ebenfalls übertragen werden. Auf diese Weise 
können Bakterien die in der chromosomalen DNA 
codierte genetische Information austauschen. 

Weitere, für die Biotechnologie nützliche „geneti- 
sche Einheiten“ sind die transponierbaren Elemente 
oder Transposons. Diese genetischen Elemente sind 
ein Stück DNA, das als unabhängiges Molekül nicht 
existieren und sich nicht replizieren kann. Um zu 
„überleben“ integriert es sich in ein anderes DNA- 
Molekül. Mobile DNA oder springende Gene sind 
ebenfalls zwei Begriffe, die Transposons beschreiben. 
Springt ein Transposon von einem Ort zu einem 
anderen, handelt es sich um eine Transposition. Im 
Gegensatz zu Plasmiden fehlt Transposons ein Repli- 
kationsursprung, es handelt sich nicht um Replikons. 
Sie können nur repliziert werden, wenn sie in ein 
Wirtschromosom, ein -plasmid oder in ein virales 
Genom integriert sind. Transposons springen inner- 
halb desselben Wirtsmoleküls von einem Ort zum 
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1.26 Konjugation bei E. coli 

Bakterien mit einem übertragbaren Plasmid vermögen 
einen Sexpilus zu bilden, der sich an eine Empfängerzelle 
heftet. Wenn sich die beiden Zellen berühren entsteht 
eine Konjugationsbrücke, und eine Kopie des Plasmids 
wird von einer Zelle auf die andere übertragen. Ist das 
Plasmid in das Genom der Donorzelle eingebaut, können 
auch Segmente genomischer DNA übertragen werden. 
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a replikative Transposition 


Zielsequenz 


1.27 Transposons springen durch replikative oder 
konservative Transposition 

a Bei der replikativen Transposition verbleibt das ur- 
sprüngliche Transposon an seinem ursprünglichen Ort 
erhalten und an einer anderen Stelle des Wirtsgenoms 
wird eine Kopie eingebaut. b Während der konservativen 
Transposition wird das ursprüngliche Transposon ausge- 
schnitten und an einem anderen Ort eingebaut. 


anderen, oder sie springen zwischen zwei Molekülen. 
Verliert ein Transposon die Fähigkeit zum Ortswech- 
sel, verbleibt seine DNA an der Stelle im Chromosom 
oder einem anderen DNA-Molekül. Ein Großteil der 
„junk DNA“ im Menschen besteht, wie in Kapitel 8 
besprochen wird, aus solchen Fragmenten. 

Es gibt unterschiedliche Typen von Transposons, 
die sich nach dem Mechanismus ihrer Transposition 
unterteilen lassen. Transposons besitzen zwei umge- 
kehrte DNA-Sequenzwiederholungen, jede an einem 
Ende. Sie verfügen außerdem über ein Gen, das die 
Transposase codiert, also das Enzym, welches für das 
Springen notwendig ist. Die Transposase erkennt die 
umgekehrten Sequenzwiederholungen an den Enden 
des Transposons und schneidet das Element vollstän- 
dig aus dem Chromosom. Anschließend erkennt das 
Enzym die Zielsequenz mit einer Länge zwischen 
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drei und neun Basenpaaren in der Wirts-DNA. Das 
Transposon wird nun in die Zielsequenz eingebaut, 
die bei diesem Prozess verdoppelt wird. Auf jeder 
Seite des Transposons befindet sich eine Kopie. Wird 
das Transposon vollständig aus der DNA entfernt 
und springt es an einen anderen Ort, dann bezeichnet 
man den Mechanismus als konservative Transposi- 
tion oder cut and paste-Transposition (Abb. 1.27). 
Zurück bleibt ein Doppelstrangbruch, der von der 
Wirtszelle repariert werden muss. 

Ein alternativer Mechanismus ist die replika- 
tive Transposition, bei der eine zweite Kopie des 
Transposons entsteht. Mithilfe dieses Mechanismus 
bewegen sich komplexe Transposons. Wie zuvor 
beschrieben, erkennt die Transposase die umgekehr- 
ten Sequenzwiederholungen des Transposons. In die- 
sem Fall führt das Enzym jeweils an einem Ende 
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einen Einzelstrangbruch in die DNA ein. Jeder der 
einzelnen DNA-Stränge des Transposons wird an 
der Zielstelle mit einem Strang der Wirts-DNA ver- 
bunden. Durch diesen Mechanismus entstehen zwei 
einzelsträngige Kopien des Transposons. Der Wirt 
reagiert auf solche einzelsträngigen DNA-Bereiche 
mit der Synthese des zweiten komplementären DNA- 
Stranges. Es entstehen schließlich zwei Kopien des 
Transposons. Es ist zu beachten, dass sich das Trans- 
poson nicht selbst repliziert, sondern den Wirt nutzt, 
um sich zu verdoppeln. 

Das Springen von Transposons kann beim Wirt 
Komplikationen hervorrufen. Die Bewegung eines 
Transposons hat das Potenzial, Insertionen, Deleti- 
onen und Inversionen in der Wirts-DNA herbeizu- 
führen. Befinden sich zwei Kopien eines Transposons 
auf einen Plasmid und liegt die Zielsequenz auf dem 
Wirtschromosom, dann kann ein Plasmidsegment 
(das von den Transposons flankiert wird) in die 
Wirts-DNA integriert werden. Allgemeiner betrach- 
tet bedeutet das: Wenn viele Transposons nahe bei- 
einander liegen, können die Enden von zwei be- 
nachbarten, jedoch getrennten Transposons für die 
Transposition verwendet werden. Springen diese En- 
den an eine neue Position, wird die DNA zwischen 
ihnen ebenfalls übertragen. Ganze Gene oder Gen- 
fragmente können dabei aus der ursprünglichen Po- 
sition entfernt werden - umgekehrt werden manche 
Regionen eines Chromosoms auch dupliziert. Sind 
Transposons aktiv und springen häufig, wird das 
Genom stark geschädigt und die Wirtszellen begehen 
oftmals Selbstmord (s. Kap. 20). Weil das Transposon 
in einem solchen Fall zusammen mit der Wirtszelle 
zerstört wird, bewegen sich die meisten Transposons 
nur selten. Der kontrollierte Ortswechsel der Trans- 
posons bewahrt ihre Existenz im Genom und verhin- 
dert den Selbstmord der Zelle. 


„Genetische Einheiten“ existieren innerhalb einer 
Wirtszelle, jedoch außerhalb von deren Genom. 
Einige „genetische Einheiten“ sind Satellitenviren, 
Plasmide und Transposons. 

Das Plasmid ist eine einzigartige „genetische 
Einheit“, weil es positive Eigenschaften wie Resis- 
tenz gegenüber Antibiotika, Bacteriocinsynthese 
und das Vermögen, genetisches Material zwischen 
zwei Zellen auszutauschen, vermittelt. 

Transposons enthalten im Gegensatz zu Plasmi- 
den keinen Replikationsursprung für eine unabhän- 
gige Replikation. Diese Elemente nutzen die Zelle, 
um Kopien von sich herzustellen, indem sie im 
Genom Brüche einführen. 
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Das zentrale Dogma 
der Molekularbiologie 


Zwei wichtige Eigenschaften von lebenden Organis- 
men sind die Reproduktion ihres eigenen Genoms 
und ein eigener Energiestoffwechsel. Um dieses be- 
werkstelligen zu können, muss ein Organismus auf 
der Basis der in seiner DNA codierten Information 
selbst Proteine synthetisieren. Proteine sind für den 
Aufbau der Zelle, die ihr die Gestalt und die Struktur 
verleihen, essenziell. Zu den Proteinen zählen auch 
Enzyme, die Reaktionen des Energiestoffwechsels 
katalysieren, und sie regulieren zelluläre Prozesse 
wie die Replikation. Proteine bilden membrandurch- 
spannende Kanäle und stellen so die Kommunika- 
tion und den Austausch von Stoffwechselmetaboliten 
zwischen den Zellen sicher. Die Proteinsynthese ist 
einer der wichtigsten Prozesse in allen lebenden Or- 
ganismen. 

Das zentrale Dogma der Molekularbiologie be- 
sagt, dass die Information von der DNA über die 
RNA zum Protein fließt (Abb. 2.1). In diesem Ka- 
pitel konzentrieren wir uns zunächst darauf, wie in 
einem Prozess, den man als Transkription bezeich- 
net, ausgehend von der DNA RNA entsteht. An- 
schließend werden die Mechanismen besprochen, 
die die Transkription regulieren. Als nächstes be- 
trachten wir, wie aus mRNA oder Messenger-RNA 
durch Translation Protein entsteht. Diese Beschrei- 
bungen sollen auch ein Gefühl für die Komplexität 
vermitteln, die sich ebenfalls auf die gentechnische 
Veränderung von Zellen für biotechnologische Zwe- 
cke auswirkt. 


Das zentrale Dogma der Molekularbiologie besagt, 
dass DNA in RNA transkribiert und diese an- 
schließend in Protein translatiert wird. 


Genexpression durch 
Transkription 


Als Genexpression bezeichnet man die Herstellung 
einer RNA-Kopie, ausgehend von der in der DNA 
vorhandenen Information, durch Transkription der 
DNA. Zur Transkription gehören das Entwinden der 
DNA, indem die Stränge am Beginn eines Gens auf- 
geschmolzen werden, die Synthese eines RNA-Mo- 
leküls, dessen Sequenz komplementär zum Matri- 
zenstrang der DNA ist (katalysiert durch das Enzym 
RNA-Polymerase) und das Beenden der Synthese 
am Ende des Gens. Die neu synthetisierte RNA löst 
sich von der DNA, die wieder ihre superspiralisierte 
Form annimmt. 

Ein wichtiger Aspekt bei der Transkription ist das 
Erkennen des richtigen Gens. Welches Gen muss in 
Protein translatiert werden? Es gibt unterschiedliche 
Typen von Genen. Einige sind sogenannte Haus- 
haltsgene, die ständig benötigte Proteine codieren. 
Andere Gene werden nur unter bestimmten Um- 
ständen aktiviert. So werden z.B. in E. coli Gene, die 
an der Verwertung von Lactose beteiligte Proteine 
codieren, nur exprimiert, wenn Lactose auch tat- 
sächlich vorhanden ist (s. unten). Das gleiche gilt 
für Gene, die für die Nutzung anderer Nährstoffe 
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Information für ihre Funktion und 
ihre Vermehrung in der DNA. Wird 
ein Protein benötigt, wird die DNA Protein 


in RNA transkribiert und diese 
anschließend in ein Protein trans- 
latiert. 
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von Bedeutung sind. Verschiedene Induktoren und 
Hilfsproteine regulieren, ob diese Gene exprimiert 
und in RNA transkribiert werden; sie werden in den 
folgenden Abschnitten besprochen. 

Das von einem Gen codierte Endprodukt ist häu- 
fig ein Protein, es kann sich aber auch um eine RNA 
handeln, wobei proteincodierende Gene zunächst in 
mRNA transkribiert und anschließend in ein Pro- 
tein translatiert werden. Andere RNA-Moleküle wie 
tRNA, rRNA und snRNA werden dagegen direkt 
verwendet. Einige RNA-Moleküle wie die rRNA der 
großen ribosomalen Untereinheit bezeichnet man als 
Ribozyme, denn sie katalysieren enzymatische Re- 
aktionen (s. Kap. 5). Am häufigsten jedoch codieren 
Gene über ein RNA-Zwischenprodukt ein Protein. 
Der codierende Bereich eines Gens wird manchmal 
als Cistron oder Strukturgen bezeichnet und kann 
die Information für ein Protein oder eine nichttrans- 
latierte RNA tragen. (Die Bezeichnung „Cistron“ 
wurde ursprünglich durch eine Komplementierung 
im cis/trans-Test definiert.) Ein offenes Leseraster 
(engl. open reading frame, ORF) ist dagegen ein Stück 
DNA (oder die entsprechende RNA), welches ein 
Protein codiert und daher nicht durch Stoppcodons 
für die Translation unterbrochen wird (s. unten). 

Entscheidend ist auch, den Startpunkt eines Gens 
zu finden. Jedes Gen verfügt über einen Bereich, der 
stromaufwärts von der codierenden Sequenz liegt und 
als Promotor bezeichnet wird (Abb. 2.2). Die RNA- 
Polymerase erkennt diesen Bereich und beginnt an 
dieser Stelle mit der Transkription. Bakterielle Promo- 
toren besitzen zwei Haupterkennungsstellen: die -10- 
und die -35-Region. Die Zahlen beziehen sich auf ihre 
ungefähre Position stromaufwärts der Startstelle für 
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die Transkription. (Die Konvention legt fest, dass posi- 
tive Zahlen Nucleotide stromabwärts vom Transkripti- 
onsstartpunkt bezeichnen und negative stromaufwarts 
gelegene.) Die genauen Nucleotidsequenzen bei -10 
und -35 variieren zwar, doch die Consensussequenzen 
sind TATAA bzw. TTGACA. Wird ein Gen ständig 
(konstitutiv) transkribiert, dann stimmt die Sequenz 
des Promotors sehr gut mit der Consensussequenz 
überein. Wird ein Gen nur unter bestimmten Bedin- 
gungen exprimiert, dann sind Aktivatorproteine oder 
Transkriptionsfaktoren notwendig, die an die Pro- 
motorregion binden, damit die RNA-Polymerase die- 
sen Bereich erkennen kann. Solche Promotoren haben 
nur geringe Ähnlichkeit mit der Consensussequenz. 
Direkt an die Promotorregion grenzt die Stelle 
für den Transkriptionsstart. Dort beginnt die RNA- 
Polymerase mit der Verknüpfung von Nucleotiden. 
Zwischen dem Transkriptionsstart und dem ORF be- 
findet sich ein Bereich, der als 5’-nichttranslatierte 
Region (engl. 5’ untranslated region, 5-UTR) be- 
zeichnet und nicht in Protein translatiert wird. Diese 
Region enthält regulatorische Elemente für die Trans- 
lation wie die Ribosomenbindungsstelle. Als nachstes 
folgt der ORE, der kein Signal für einen Translations- 
stopp enthalt. Hinter dem ORF gibt es einen weiteren 
nichttranslatierten Bereich, die 3’-nichttranslatierte 
Region (3’-UTR), und schließlich folgt die Termina- 
tionssequenz, an der die Transkription endet. 
Bakterielle RNA-Polymerasen bestehen aus un- 
terschiedlichen Proteinuntereinheiten. Die o-Unter- 
einheit erkennt die -10- und die -35-Region, und 
das Core-Enzym katalysiert die RNA-Synthese und 
verknüpft die Nucleotide in 5’—3’-Richtung. Das 
Core-Enzym hat vier Proteinuntereinheiten, ein Di- 
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2.2 Struktur eines typischen 
Gens 

Gene sind DNA-Bereiche, die in 
RNA transkribiert werden. In den 
meisten Fällen wird die RNA in 

ein Protein translatiert, doch bei 
einigen RNAs ist dies nicht der Fall. 
Das Gen besitzt eine Promotorre- 
gion, eine Startstelle und ein Ter- 
minationssignal, die die codierende 
Sequenz flankieren. Die mRNA be- 
sitzt eine 5’-nichttranslatierte (5’- 
UTR) und eine 3’-nichttranslatierte 
Region (3’-UTR); nur der ORF wird 
in Protein translatiert. 
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mer aus zwei a-Untereinheiten, eine ß- und eine 
ähnliche ß’-Untereinheit. 6 und f’ bilden das kataly- 
tische Zentrum, und die a-Untereinheit unterstützt 
die Erkennung des Promotors. Die dreidimensionale 
Struktur der RNA-Polymerase zeigt eine tiefe Furche, 
die die DNA-Matrize fixiert, und eine kleinere Fur- 
che, welche die wachsende RNA hält. 


Für die Transkription besitzen Gene einen Promo- 
tor, an dem die RNA-Polymerase an die DNA bindet 
und ausgehend vom Matrizenstrang mit der Syn- 
these der RNA-Kopie beginnt. Die RNA besteht aus 
drei Bereichen: Die 5’-UTR, die wichtige Informatio- 
nen für die Proteinsynthese trägt, den ORF, der die 
tatsächlich codierende Sequenz umfasst, welche 
während der Translation in die Aminosäuresequenz 
des Proteins umgesetzt wird, und die 3’-UTR, die 
weitere wichtige regulatorische Elemente enthält. 
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Hat die o-Untereinheit der RNA-Polymerase in Bak- 
terien die -10- und die -35-Region erkannt, bildet 
das Core-Enzym eine Transkriptionsblase, in der 
die beiden DNA-Stränge voneinander getrennt wer- 
den (Abb. 2.3). Den Strang, den die RNA-Polymerase 
abliest, bezeichnet man als Matrizenstrang (auch als 
nichtcodierender oder Antisense-Strang bekannt); 
er ist komplementär zu der entstehenden mRNA. Das 
Core-Enzym fügt entsprechend der Sequenz auf dem 
DNA-Matrizenstrang Nucleotide in 5’—3’-Richtung 
aneinander. Die neu synthetisierte RNA lagert sich 
mithilfe von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
den Basenpaaren an den Matrizenstrang. Der ge- 
genüberliegende DNA-Strang wird als codierender 
Strang (auch als Nichtmatrizenstrang oder Sense- 
Strang bekannt) bezeichnet. Weil er komplementär 
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2.3 Die RNA-Polymerase synthetisiert RNA in der Transkriptionsblase 

Die RNA-Polymerase ist ein komplexes Enzym mit zwei Furchen. Die erste Furche hält die einzelsträngige DNA und die 
zweite fixiert die wachsende RNA. Das Enzym gleitet an der DNA entlang und fügt gleichzeitig Ribonucleotide an, die 
komplementär zu den Basen auf dem DNA-Matrizenstrang sind. 
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zum Matrizenstrang ist, ist seine Sequenz identisch 
mit der RNA (bis auf den Austausch von Thymin 
gegen Uracil in der RNA). 

Die RNA-Synthese beginnt normalerweise bei ei- 
nem Purin in der DNA (in der Regel ist esein A), das 
von zwei Pyrimidinen flankiert wird. Die häufigste 
Startsequenz ist CAT, doch gelegentlich ist das A 
durch ein G ersetzt. Die Geschwindigkeit der Elon- 
gation ist etwa 40 Nucleotide pro Sekunde, was sehr 
viel weniger ist als bei der Replikation (etwa 1000 
Basenpaare pro Sekunde). Die RNA-Polymerase ent- 
windet die DNA, wenn sie den DNA-Strang entlang 
gleitet, ein Vorgang, der zu einer positiven Superspi- 
ralisierung führt. Hinter der RNA-Polymerase ist die 
DNA teilweise entwunden und hat eine zusätzliche 
negative Superspiralisierung. Genau wie während der 
Replikation fügen DNA-Gyrase und Topoisomerase I 
entweder Spiralisierungen ein bzw. entfernen sie. Da- 
durch kehrt die DNA in den Zustand ihrer normalen 
Superspiralisierung zurück (s. Kap. 4). 


Die RNA-Polymerase stellt anhand des nichtcodie- 
renden oder Matrizenstranges eine Kopie des Gens 
her. Die RNA enthält Uracil statt Thymin. 


Stoppsignale für die 
Transkription 


Die RNA-Polymerase setzt die Transkription der DNA 
fort, bis sie auf ein Terminationssignal trifft. In Bakte- 
rien handelt es sich hierbei um den p-(rho-)unabhängi- 
gen Terminator. Das ist eine Region auf der DNA, mit 
zwei umgekehrten Sequenzwiederholungen, die unge- 
fähr sechs Basen auseinander liegen, gefolgt von einer 
Reihe von Adeninresten. Wenn die RNA-Polymerase 
auf diese Sequenzen trifft, bilden die beiden umgekehr- 
ten Sequenzwiederholungen eine Haarnadelstruktur 
aus. Diese Sekundärstruktur veranlasst die RNA-Poly- 
merase anzuhalten. Wenn die Reihe von Adeninresten 
in eine Folge von Uracilmolekülen transkribiert wird, 
wird das DNA/RNA-Hybrid instabil (A/U-Basenpaare 
bilden nur zwei Wasserstoffbrückenbindungen aus). 
Die RNA-Polymerase beginnt zu „stottern“ und fällt, 
wenn sie etwa die Mitte der Folge von Adeninresten 
erreicht hat, vom DNA-Matrizenstrang ab. 

Bakterien verfügen auch über p-abhängige Termi- 
natoren, die zwar die beiden umgekehrten Sequenz- 
wiederholungen haben, denen jedoch die Folge aus 


Adeninresten fehlt. Das p-Protein ist eine spezifische 
Helikase, die die Doppelhelix des DNA/RNA-Hybrids 
entwindet. Das Protein bindet stromaufwarts von der 
Terminationsstelle in einer cytosinreichen aber gu- 
aninarmen Region. Nachdem die RNA-Polymerase 
diese Bindungsstelle fiir p passiert hat, heftet sich das 
Protein an die RNA und gleitet entlang des RNA- 
Transkriptes, bis es an der Haarnadelstruktur zur 
RNA-Polymerase aufgeschlossen hat. Das p-Protein 
entwindet anschließend die DNA/RNA-Helix, trennt 
die beiden Stränge, und die RNA wird freigesetzt. 


Die Transkription endet entweder unabhängig oder 
abhängig vom p-Protein. 


Die Anzahl der Gene 
auf einer mRNA ist 
unterschiedlich 


Bakterielle und eukaryotische Chromosomen sind 
sehr unterschiedlich aufgebaut. In Prokaryoten ist der 
Abstand zwischen Genen viel geringer, und die Gene, 
deren Produkte mit einem Stoffwechselweg assoziiert 
sind, befinden sich häufig in enger Nachbarschaft. So 
enthält z.B. das Lactoseoperon etliche zu einem Clus- 
ter zusammengefasste Gene des Lactosestoffwechsels. 
Operons sind Gencluster, die einen Promotor besit- 
zen und zu einer einzelnen langen mRNA transkri- 
biert werden, die viele Strukturgene oder Cistrons 
enthält. Diese Transkripte werden daher auch als po- 
lycistronische mRNAs bezeichnet (Abb. 2.4). Die Cis- 
trons werden einzeln translatiert, sodass voneinander 
getrennte Proteine entstehen. Bei Eukaryoten sind 
die Gene häufig durch lange DNA-Bereiche getrennt, 
die kein Protein codieren. Außerdem hat jede mRNA 
nur ein Cistron und wird daher monocistronische 
mRNA genannt. Wird ein polycistronisches Tran- 
skript in Eukaryoten exprimiert, dann translatiert das 
Ribosom lediglich das erste Cistron, während die an- 
deren codierten Proteine nicht synthetisiert werden. 


Bakterielle mRNA-Transkripte haben viele offene 
Leseraster für Proteine desselben Stoffwechsel- 
weges. In Eukaryoten befindet sich auf einem ein- 
zelnen mRNA-Transkript dagegen nur ein offenes 
Leseraster. 
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2.4 Monocistronisch versus poly- 
cistronisch 
In Eukaryoten sind Gene einzelne 
Einheiten und werden als solche in 
einzelne mRNAs transkribiert, wobei 
jede mRNA nur ein Protein codiert. In 
Prokaryoten liegen Gene in Operons Proteine 


vor. Jedes Operon wird als einzelne 
mRNA transkribiert, die dann in ein- 
zelne Proteine translatiert wird. 


Die eukaryotische 
Transkription ist komplexer 


Zahlreiche Unterschiede zwischen eukaryotischer 
und prokaryotischer Transkription beruhen auf der 
höheren Komplexität eukaryotischer Zellen. Die ein- 
fache Tatsache, dass eukaryotische mRNA im Zell- 
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kern synthetisiert wird, macht den Prozess kompli- 
zierter als die bakterielle Transkription, doch dieses 
ist nur einer der Unterschiede. 

Im Vergleich zu einer einzigen RNA-Polyme- 
rase in Prokaryoten besitzen Eukaryoten drei dieser 
Enzyme, von denen jedes verschiedene Gentypen 
transkribiert. Die RNA-Polymerase I transkribiert 
eukaryotische Gene für die RNA der großen ribo- 
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somalen Untereinheit. Diese beiden rRNAs werden 
in Form einer langen RNA transkribiert und diese 
anschließend in zwei unterschiedliche Transkripte 
gespalten, die 18S-rRNA und die 28S-rRNA. Sie wer- 
den direkt verwendet und nicht in Protein trans- 
latiert. Die RNA-Polymerase III transkribiert die 
Gene für die tRNA, 5S-rRNA und andere kleine 
RNA-Moleküle. Die RNA-Polymerase II transkri- 
biert proteincodierende Gene und ist bislang am 
besten untersucht. 

Der Transkriptionsstart bei eukaryotischen Ge- 
nen ist weitaus komplexer als der von prokaryoti- 
schen, und der eukaryotische Promotor ist vollkom- 
men anders aufgebaut. Die RNA-Polymerase II erfor- 
dert drei verschiedene Bereiche, die Initiatorregion, 
die TATA-Box und verschiedene, stromaufwärts 
liegende Elemente, an die Proteine (Transkriptions- 
faktoren) binden. Die Initiatorregion ist der Bereich, 
an dem die Transkription beginnt, er liegt unge- 
fähr 25 Basenpaare von der TATA-Box entfernt. Die 
stromaufwärts liegenden Elemente sind von Gen zu 
Gen unterschiedlich, sie sind Teil der Regulation, die 
bestimmt, welche Gene zu welcher Zeit exprimiert 
werden. 

Viele Proteine sind daran beteiligt, die euka- 
ryotische RNA-Polymerase II am Transkriptions- 
startpunkt zu positionieren (Abb. 2.5 und Tab. 2.1). 
Damit die RNA-Polymerase II mit der Transkrip- 
tion beginnen kann, sind viele allgemeine Tran- 
skriptionsfaktoren notwendig. Zusätzlich gibt es, 
abhängig vom jeweiligen Gen, spezifische Tran- 
skriptionsfaktoren (s. unten). Der TATA-bindende 
Faktor oder TATA-Box-Faktor (TBF) erkennt die 
TATA-Box und wird von allen drei eukaryotischen 
RNA-Polymerasen verwendet. Bei der RNA-Poly- 
merase II bildet TBF mit anderen Proteinen einen 
Komplex, der als TFIID bezeichnet wird. (Bei den 
anderen RNA-Polymerasen ist TBF mit anderen 
Proteinen assoziiert.) Nachdem dieser Komplex ge- 
bunden hat, treten TFIIA und TFIIB hinzu und 
binden an den Promotor, wodurch anschließend 
die Bindung der RNA-Polymerase II an den Pro- 
motor eingeleitet wird. Das Enzym ist bereits mit 
TFIIF assoziiert, das vermutlich die Bindung an 
den Promotor unterstützt. Nach der Bindung der 
RNA-Polymerase sind TFHE, TFIIH und TFIIJ für 
die Initiation der Transkription notwendig. TFIIH 
phosphoryliert die RNA-Polymerase II an einem 
Ende und das Enzym beginnt an der DNA ent- 
langzugleiten. Wenn die RNA-Polymerase II den 
Promotor verlässt, lässt sie den gesamten Komplex 
zurück, außer TFIIH. 
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2.5 Eukaryotische Transkription 

Viele unterschiedliche Transkriptionsfaktoren unterstützen 
die RNA-Polymerase II bei der Suche nach der TATA-Box 
und der Initiatorregion in einem eukaryotischen Promotor. 


Tabelle 2.1 Allgemeine Transkriptionsfaktoren für die 
RNA-Polymerase II 


TBF bindet an TATA-Box, Teil von TFIID 

TFIID enthält TBP, erkennt Pol Il-spezifischen 
Promotor 

TFIIA bindet stromaufwärts der TATA-Box; 
notwendig für die Bindung der RNA-Pol II 
an den Promotor 

TFIIB bindet stromabwärts der TATA-Box; 
notwendig für die Bindung der RNA-Pol II 
an den Promotor 

TFIIF begleitet RNA-Pol Il, wenn diese an den 
Promotor bindet 

TFIIE notwendig für das Verlassen des Promotors 
und die Elongation 

TFIIH phosphoryliert ein Ende der RNA-Pol Il, 
bleibt während der Elongation an die 
RNA-Pol Il gebunden 

TFIIJ notwendig für das Verlassen des Promotors 


und die Elongation 


Die bakterielle RNA-Polymerase ist an einem 
Promotor aktiv, der keine stromaufwärts liegenden 
Elemente besitzt. In Eukaryoten sind diese Regio- 
nen für die Funktion der RNA-Polymerase II unbe- 
dingt notwendig, und ein Promotor ohne sie ist bei 
der Initiation der Transkription sehr ineffizient. Die 
stromaufwärts liegenden Elemente haben eine Länge 
zwischen 50 und 200 Basenpaaren, abhängig von 
dem jeweiligen Gen. Sie sind die Bindungsstellen für 
regulatorische Proteine, die als spezifische Transkrip- 
tionsfaktoren bezeichnet werden. Diese spezifischen 
Transkriptionsfaktoren unterscheiden sich von den 
allgemeinen Transkriptionsfaktoren dadurch, dass sie 
nicht an alle Promotoren binden, die von der RNA- 
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Polymerase II genutzt werden. So binden z.B. die 
spezifischen Transkriptionsfaktoren Oct-1 und Oct-2 
nur an das Oktamerelement. Oct-1 ist in allen Ge- 
weben vorhanden, Oct-2 dagegen nur in Zellen des 
Immunsystems. Es gibt eine Fülle von spezifischen 
Faktoren, deren Besprechung den Rahmen dieses 
Buches sprengen würde. 


Eukaryoten besitzen drei verschiedene RNA-Poly- 
merasen, die unterschiedliche Gene transkribieren. 
Die RNA-Polymerase II benötigt für die Transkrip- 
tion viele verschiedene Proteine. 

In Eukaryoten sind für die Initiation der Tran- 
skription spezifische Transkriptionsfaktoren not- 
wendig. Diese sind reichlich vorhanden und bei 
jedem Gen reguliert ein anderer Satz von Faktoren 
dessen Transkription. 


Die Regulation der 
Transkription in Prokaryoten 


In Prokaryoten reguliert eine Vielzahl von Aktivator- 
und Repressorproteinen welche Gene transkribiert 
werden. Aktivatoren und Repressoren binden an die 
DNA in der Promotorregion und stimulieren oder 
hemmen die Aktivität der bakteriellen RNA-Poly- 
merase. In E. coli werden etwa 1000 der 4000 Gene 
gleichzeitig exprimiert. Aktivatorproteine wirken 
über positive Regulation; mit anderen Worten, Gene 
werden nur exprimiert, wenn der Aktivator ein po- 
sitives Signal gibt. Repressoren wirken im Gegensatz 
dazu durch negative Regulation. Das Gen wird nur 
exprimiert, wenn der Repressor entfernt wird. Einige 
Repressoren verhindern, dass die RNA-Polymerase 
an die DNA bindet, andere verhindern die Initiation 
der Transkription, auch wenn die RNA-Polymerase 
bereits gebunden hat. 

Die Regulation der Transkription ist auch in ein- 
fachen Prokaryoten komplex. Viele Gene werden 
durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert. Einige 
Bakterienoperons habe viele Repressoren und Ak- 
tivatoren. Seltener hemmen regulatorische Proteine 
die Elongation, indem sie deren Geschwindigkeit 
verringern oder vorzeitig die Termination signali- 
sieren. Umgekehrt sind einige wenige Antitermi- 
natorproteine bekannt, die zu einem Überlesen der 
Terminationsstelle führen, sodass stromabwärts von 
dieser Stelle liegende Gene exprimiert werden. 


Prokaryoten nutzen sowohl die positive Regulation, 
bei der Aktivatorproteine der RNA-Polymerase die 
Transkription des Gens signalisieren, als auch die 
negative Regulation, bei der Transkriptionsfaktoren 
die RNA-Polymerase inhibieren. 


Prokaryotische o-Faktoren 
regulieren die Genexpression 


Die prokaryotische RNA-Polymerase besitzt eine 
o-Untereinheit, die zunächst den Promotor erkennt 
und dann die katalytische Untereinheit des Enzyms 
(das Core-Enzym) bindet. Es gibt viele verschiedene 
o-Untereinheiten, und jede erkennt einen anderen 
Satz von Genen. Die o’°-Untereinheit (RpoD) ist 
die am häufigsten verwendete Form. Sie erkennt 
die meisten Haushaltsgene von E. coli. Während der 
stationären Phase, wenn E. coli nur langsam wächst, 
aktiviert o° (RpoS) die entsprechenden Gene. (Die 
o-Untereinheiten werden entweder durch ein o mit 
Angabe der Molekülmasse oder durch Rpo [für RNA- 
Polymerase] mit der entsprechenden Funktion: D = 
engl. default, S = engl. stationary usw. bezeichnet.) 

Ein weiterer o-Faktor, RpoH, oder 0°, aktiviert 
Gene, deren Produkte während der Hitzeschockreak- 
tion benötigt werden. Normalerweise wächst E. coli 
bei einer Körpertemperatur von 37 °C und stellt das 
Wachstum über 43 °C ein. Bei solchen höheren Tem- 
peraturen beginnen die Proteine, sich zu entfalten 
und werden abgebaut. RpoH aktiviert die Expression 
von Chaperoninen, die die korrekte Faltung der 
Proteine unterstützen und deren Aggregation ver- 
hindern. RpoH aktiviert auch Proteasen, die zu stark 
geschädigte Proteine abbauen. 

Transkription und Translation von RpoH hän- 
gen von der Temperatur ab. Wächst E. coli bei einer 
normalen Temperatur, dann sind nur wenige Pro- 
teine falsch gefaltet. DnaK (ein Chaperonin) und 
HfIB (eine Protease) befinden sich im Cytoplasma 
und müssen nur wenige falsch gefaltete Proteine 
„fixieren“. Sie binden daher an RpoH und bauen 
das Protein und sogar nur teilweise translatiertes 
RpoH-Protein ab. Wenn höhere Temperaturen die 
Entfaltung und Aggregation von Proteinen fördern, 
dann binden DnaK und HflB an die geschädigten 
Proteine und zerstören nicht länger RpoH. Nun 
initiiert der o-Faktor die Transkription von anderen 
Genen, die mit der Hitzeschockreaktion in Verbin- 
dung stehen. 
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o-Untereinheiten sind Transkriptionsfaktoren, die 
mit der prokaryotischen RNA-Polymerase assoziiert 
sind. Sie kontrollieren, welche Gene transkribiert 
werden. 


Das Lactoseoperon wird 
spezifisch und zugleich 
allgemein aktiviert 


Viele Gene benötigen für die Aktivierung ihrer Tran- 
skription durch die RNA-Polymerase spezifische re- 
gulatorische Proteine. Einige dieser Proteine liegen in 
zwei Formen vor: einer aktiven (bindet im Bereich des 
Promotors an die DNA) und einer inaktiven (bindet 
nicht). Die Formen werden durch kleine Signalmole- 
küle oder Induktoren, die die Konformation des Pro- 
teins verändern, ineinander umgewandelt. So kontrol- 
liert z.B. der Induktor Allolactose das Lactoseoperon. 
Das Lactose- oder lac-Operon war das erste Ope- 
ron, das man gefunden hat, und daher ist es sehr gut 
untersucht. Stromaufwarts der drei Strukturgene lacZ, 
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lacY und lacA liegt ein Promotor. Die lacZYA-Gene 
werden in eine polycistronische mRNA transkribiert. 
Stromaufwärts des Promotors befindet sich das Gen 
für das LacI-Protein, der Repressor des lac-Operons 
(Abb. 2.6). Das lacZ-Gen codiert die ß-Galactosidase, 
die das Disaccharid Lactose in Galactose und Glucose 
spaltet. Das lacY-Gen codiert die Lactose-Permease, 
die Lactose durch die Plasmamembran in das Bakte- 
rium transportiert. Das lacA-Gen codiert schließlich 
die Lactose-Acetylase, deren Funktion nicht bekannt 
ist. Der Promotor besitzt eine Bindungsstelle (JacO) für 
das Repressorprotein, die mit der Bindungsstelle für die 
RNA-Polymerase überlappt. Dieser Bereich ist auch als 
Operator bekannt. Hat der Repressor gebunden, kann 
die RNA-Polymerase das Operon nicht transkribieren. 

Außerdem existiert eine Bindungsstelle für das 
CRP-Protein (engl. cyclic AMP receptor protein), das 
auch als CAP (engl. catabolite activator protein; Kata- 
boliten-Aktivatorprotein) bekannt ist. Es handelt sich 
hierbei um einen weit verbreiteten Regulator, der die 
Transkription vieler unterschiedlicher Operons für 
die Verwendung alternativer Zuckerquellen aktiviert. 
Es ist aktiv, wenn E. coli Glucose nicht als Energie- 
quelle zur Verfügung steht. 
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2.6 Komponenten des /ac- 
Operons 

Das /ac-Operon besteht aus drei 
Strukturgenen, /acZYA, die von 
einem einzigen Promotor aus 
transkribiert werden, der als /acP 
bezeichnet wird. Der Promotor wird 
durch die Bindung des Repressors 
an den Operator (/acO) und des 
CRP-Proteins an die CRP-Bindungs- 
stelle reguliert. In Wirklichkeit 
überlappt der Operator sowohl mit 
dem Promotor als auch mit dem 
lacZ-Gen. Die einzelne /ac-mRNA 
wird translatiert, und es entstehen 
die Proteine LacZ, LacY und LacA. 
Das /ac/-Gen codiert den Lacl- 
Repressor. Es besitzt seinen eige- 
nen Promotor und wird in die zum 
lacZYA-Operon entgegengesetzte 
Richtung transkribiert. 


lacA mRNA 
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Die Umweltbedingungen bestimmen, ob das Lac- 
toseoperon exprimiert wird oder nicht (Abb. 2.7). 
Steht E. coli viel Glucose zur Verfügung, dann wird 
das Lactoseoperon abgeschaltet (genauso wie an- 
dere Operons für andere Zucker wie Maltose oder 
Fructose). Ist Glucose vorhanden, dann ist die Kon- 
zentration des kleinen Induktors cAMP (zyklisches 
AMP) gering. Geht Glucose hingegen zuneige, steigt 
die cAMP-Konzentration an, das Molekül bindet an 
CRP, den allgemeinen Regulator. CRP dimerisiert 
anschließend, sodass es an die CRP-Bindungsstelle 


in verschiedenen Promotoren wie im lac-Operon 
binden kann. Die Bindung von CRP alleine aktiviert 
das lac-Operon allerdings nicht; Lactose muss eben- 
falls vorhanden sein, um die Transkription in Gang 
zu bringen. Ist Lactose verfügbar, dann katalysiert 
die ß-Galactosidase eine Nebenreaktion und wandelt 
einige Lactosemoleküle in Allolactose um. Allolac- 
tose wirkt als Induktor und bindet an den tetrameren 
Lacl-Repressor, der daraufhin den Promotor verlässt. 
Das Lactoseoperon wird nur exprimiert, wenn die 
Konzentration an Glucose niedrig und Lactose vor- 
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2.7 Regulation des Lactose- 
operons 

Das Lactoseoperon wird ange- 
schaltet, wenn Glucose fehlt und 
gleichzeitig Lactose vorhanden 

ist. Ist Glucose verfügbar, dann 
aktiviert das allgemeine Aktivator- 
protein CRP die Bindung der RNA- 
Polymerase nicht. Fehlt Glucose, 
dann bindet CRP an den Promotor 
und stimuliert die Bindung des En- 
zyms. Bei einem Lactosemangel ist 
das Lacl-Protein weiterhin an den 
Operator gebunden und verhindert 
eine Transkription des Operons 
durch die RNA-Polymerase. Nur 
wenn Lactose vorhanden ist, löst 
sich Lacl von der DNA. 
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handen ist. Die Kontrolle beruht auf zwei Induktor- 
molekülen: cAMP bindet an den allgemeinen Aktiva- 
tor CRP und Allolactose bindet an den spezifischen 
Repressor LacI. Eine Kontrolle ist allgemein (CRP), 
weil sie viele verschiedene Operons beeinflusst, und 
die andere Kontrolle ist spezifisch (Lacl), weil sie nur 
das Lactoseoperon betrifft. 

Viele Forscher nutzen den Lactosepromotor, 
um die Expression anderer Gene zu kontrollieren. 
Im Labor wird allerdings nicht Allolactose für die 
Induktion des Promotors verwendet, sondern der 
künstliche Induktor IPTG (Isopropylthiogalacto- 
sid; Abb. 2.8). IPTG wird durch die ß-Galactosidase 
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2.8 Die Strukturen von Lactose, Allolactose und IPTG 
IPTG ist ein nichtmetabolisierbares Analogon der Al- 
lolactose, dem Induktor des Lactoseoperons. Die 
B-Galactosidase kann die Schwefelbindung und daher 
auch das IPTG-Molekül nicht spalten. 


nicht gespalten, weil die beiden Moleküle, aus denen 
es besteht, nicht durch ein Sauerstoffatom, sondern 
über ein Schwefelatom miteinander verbunden sind. 
Da IPTG nicht metabolisiert wird, muss es während 
eines Experiments nicht laufend zugegeben werden 
(wie es bei einem natürlichen Induktor nötig wäre). 


Es ist wichtig das /ac-Operon zu verstehen, denn 
seine Induktoren und Regulatoren werden für die 
Regulation der Expression neuer Gene in einem 
transgenen Modellorganismus verwendet. 


Die Regulation von Aktivatoren 
und Regulatoren 


Genaktivatoren und -repressoren werden durch viele 
Mechanismen reguliert. In manchen Fällen bindet 
der Repressor oder Aktivator an den Promotor seines 
eigenen Gens und kontrolliert seine eigene Tran- 
skription; dies wird als autogene Regulation be- 
zeichnet. 

Die Wirkung vieler Aktivatoren und Repressoren 
beruht auf der Aktivierung von kleinen Molekülen, 
wie CRP und Lacl. In manchen Fällen benötigt ein 
Repressor einen Corepressor, um aktiv zu sein. So 
reprimiert beispielsweise ArgR in Anwesenheit von 
Arginin das Operon für die Argininbiosynthese. Ar- 
ginin ist ein Corepressor und stellt sicher, dass die 
Bakterien die Aminosäure nicht synthetisieren, wenn 
es nicht notwendig ist. 

In vielen Fällen werden Aktivatoren und Re- 
pressoren auch durch die kovalente Addition von 
Phosphat-, Methyl- und Acetylgruppen wie auch von 
AMP- und ADP-Ribose modifiziert. Das Zwei-Kom- 
ponenten-Regulationssystem von Bakterien über- 
trägt Phosphatgruppen vom Sensorprotein auf ein 
Regulatorprotein (Abb.2.9). Das erste Protein, die 
Sensorkinase, nimmt eine Veränderung der Umge- 
bung wahr und ändert ihre Konformation. Dadurch 
phosphoryliert sich die Kinase mithilfe von ATP 
selbst. Die Phosphatgruppe wird anschließend auf das 
Regulatorprotein (ein Aktivator oder Repressor) über- 
tragen, der seine Konformation ebenfalls ändert und 
nun an die DNA zu binden vermag. Der phosphory- 
lierte Regulator bindet nun an seine Erkennungsstelle 
am Zielpromotor. Dadurch wird die Transkription 
des Operons entweder stimuliert oder reprimiert. 

Es gibt in Bakterien viele verschiedene Zwei- 
Komponenten-Systeme, die auf eine Vielzahl von 
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Umweltbedingungen reagieren. Ist der Sauerstoffge- 
halt z.B. niedrig, dann verändert das ArcAB-System 
die Genexpression entsprechend. Das ArcB-Protein 
ist die Sensorkinase und besitzt drei Phosphory- 
lierungsstellen. Der ArcA-Regulator hat nur eine 
Stelle, die phosphoryliert werden kann. Die Phos- 
phatgruppe wird über ein Phosphorelay-System von 
einer Stelle an die nächste weitergegeben, wodurch 
schließlich die Transkription der Gene reguliert wird. 
Diese Formen von Phosphorelays sind insbesondere 
bei Eukaryoten, bei denen es oft mehr als zwei Kom- 
ponenten gibt, sehr weit verbreitet. 
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2.9 Modell des Zwei-Komponenten-Regulations- 
systems 

Das Zwei-Komponenten-Regulationssystem besteht aus ei- 
ner membrangebundenen Komponente (Sensorkinase) und 
einer cytoplasmatischen Komponente (Regulator). Außer- 
halb der Zelle detektiert die Sensordomäne der Kinase 
eine Veränderung der Umgebung, die zur Phosphorylierung 
der Transmitterdomäne führt. Die Phosphatgruppe wird auf 
das Response-Regulator-Protein übertragen, das daraufhin 
seine Konformation ändert und an die DNA bindet. 


Prokaryotische Regulatoren werden durch viele 
verschiedene Mechanismen reguliert, sodass das 
entsprechende Gen nur dann exprimiert wird, wenn 
es tatsächlich notwendig ist. 


Die Regulation der 
Transkription in Eukaryoten 


So wie die Initiation der Transkription in Eukaryoten 
komplexer ist als in Prokaryoten, so trifft dies auch auf 
deren Regulation zu. Die Mechanismen, die festlegen, 
welches Gen zu welchem Zeitpunkt exprimiert wird, 
sind sehr kompliziert. Die Tatsache, dass eukaryoti- 
sche DNA um Histone gewunden ist, hindert viele 
Proteine an einer DNA-Bindung, wodurch der Zugang 
von Aktivatoren und Repressoren verzögert wird. Eine 
weitere Hürde für die meisten Proteine ist die Kern- 
hülle. Betrachten wir nur die Komplexität des mensch- 
lichen Körpers mit allen seinen Geweben. Jedes Gen in 
jeder Zelle darf ausschließlich zu dem Zeitpunkt und 
nur in der Stärke exprimiert werden, wie es notwendig 
ist. Neben den normalen Organfunktionen und den 
Veränderungen während der Entwicklung hat auch 
die Umgebung einen großen Einfluss auf unseren Kör- 
per. Veränderungen in der Genexpression helfen uns, 
uns anzupassen. Insgesamt sind Anzahl und Formen 
der Genregulation sehr beeindruckend. Auch andere 
Eukaryoten wie Mäuse, Ratten, Arabidopsis, C. elegans 
und sogar die relativ einfache Hefe verfügen über ähn- 
lich komplexe Kontrollsysteme. 

Es gibt viele unterschiedliche Transkriptionsfak- 
toren für eukaryotische Gene, und sie bestehen alle 
aus zwei Domänen: die eine bindet an die DNA und 
die andere bindet an einen Bereich des Transkrip- 
tionsapparates. Die beiden Domänen sind mitein- 
ander verbunden, funktionieren jedoch auch, wenn 
sie voneinander getrennt sind (Abb.2.10). Wird die 
DNA-bindende Domäne eines Transkriptionsregu- 
lators mit der Aktivierungsdomäne eines anderen 
Regulators verknüpft, dann ist das Hybridprotein 
funktionell, wobei jeder Teil seine ursprünglichen Ei- 
genschaften beibehält. Das heißt, die DNA-bindende 
Domäne wird die gleiche Sequenz binden, wie zuvor, 
und die Aktivierungsdomäne wird die Transkription 
genau wie zuvor aktivieren. Diese Eigenschaft lässt 
sich zur Identifizierung von Wechselwirkungen zwi- 
schen zwei neu charakterisierten Proteinen nutzen. 
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2.10 Transkriptionsfaktoren haben zwei unabhängige Domänen 

a Eine Domäne des GAL4-Transkriptionsfaktors bindet normalerweise an die GAL4-Bindungsstelle auf der DNA und die an- 
dere an den Transkriptionsapparat. b Wird die GAL4-Bindungsstelle auf der DNA durch die LexA-Sequenz ersetzt, erkennt 
oder bindet der Transkriptionsfaktor die DNA nicht. ¢ Ein künstliches Protein, bei dem die LexA-Bindungsdomäne mit einer 
GAL4-Aktivatordomane kombiniert wurde, wird nicht an die GAL4-Bindungsstelle auf der DNA binden. d Das künstliche 
Protein bindet jedoch an die LexA-Bindungsstelle auf der DNA und aktiviert die Transkription. Die GAL4-Aktivatordomäne 
wirkt also unabhängig von einer Erkennungssequenz. Sie funktioniert, solange sie einen engen Kontakt zur DNA hat. 


Das Verfahren wird als yeast two hybrid-System be- 
zeichnet (s. Kap. 9). 

Transkriptionsfaktoren wirken über einen Kom- 
plex aus vielen Proteinen, der als Mediatorkomplex 
bezeichnet wird (Abb. 2.11). Diese Proteine empfan- 
gen die Signale von jedem der Aktivatorproteine, 
summieren die Information auf und übertragen das 
Ergebnis auf die RNA-Polymerase II. Der Mediator 
enthält ungefähr 20 verschiedene Proteine, von de- 
nen die meisten den Kern bilden. Die Anwesenheit 
der anderen Proteine kann abhängig von der Zelle 
oder dem Organismus variieren. Von diesen akzesso- 
rischen oder Hilfsproteinen nahm man ursprünglich 
an, sie seien Coaktivatoren oder Corepressoren, da 
ihr Vorhandensein vom Gewebe abhängt. 

Der Mediatorkomplex befindet sich direkt auf der 
RNA-Polymerase II und erhält Informationen von 
Aktivatoren oder Repressoren. Diese Proteine können 
an Bereiche direkt stromaufwärts der RNA-Polyme- 
rase II und des Mediatorkomplexes binden. Eukary- 
otische Transkriptionsfaktoren vermögen allerdings 


auch an DNA-Sequenzen zu binden, die als Enhancer 
bezeichnet werden und die Tausende von Basenpaa- 
ren vom Promotor entfernt liegen können. Auch in 
diesem Fall bindet das Regulatorprotein direkt an den 
Komplex. Die Enhancer-Elemente wirken in beide 
Richtungen, doch sie beeinflussen nur Gene, die in 
relativer Nähe liegen. Die vorherrschende Meinung 
ist, dass die DNA eine Schleife ausbildet, sodass der 
Enhancer in die Nähe des Promotors rückt. 

Isolatoren sind DNA-Sequenzen, die verhindern, 
dass Enhancer die falschen Gene aktivieren. Sie be- 
finden sich zwischen Enhancern und den Genen, die 
nicht von diesen reguliert werden sollen. Das isola- 
torbindende Protein (IBP) erkennt die Isolatorse- 
quenzen und hemmt die Wirkung von Enhancern, 
die auf der vom Gen abgewandten Seite des Isolators 
liegen (s. Abb. 2.11). Isolatorsequenzen können durch 
Methylierung reguliert werden. Ist die DNA-Sequenz 
methyliert, dann kann IBP nicht binden und für den 
Enhancer ist der Zugang zu dem hinter dem Isolator 
gelegenen Promotor frei. 
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Enhancer liegen viele Hundert Basenpaare von dem Gen entfernt, das sie regulieren. Sie binden spezifische Proteine, 
die mit dem Mediatorkomplex in Wechselwirkung treten, indem sie die DNA biegen. In diesem Beispiel interagieren die 
Enhancer-Proteine nur mit Gen 2, weil das isolatorbindende Protein den Zugang zu Gen 1 verhindert. 


Ein eukaryotischer Transkriptionsfaktor besitzt 
zwei Domänen. Die DNA-bindende Domäne bindet 
am Promotor an die DNA und die Aktivatordomäne 
besitzt Bereiche für die Initiation der RNA-Polyme- 
rase-Aktivität. 

Eukaryotische Transkriptionsfaktoren regulieren 
die Genexpression, indem sie an den Mediatorkom- 
plex binden. Isolatorsequenzen verhindern, dass 
Transkriptionsfaktoren an den falschen Promotor 
binden. Enhancer-Sequenzen liegen weit vom 
Promotor entfernt, doch durch die Bildung einer 
Schleife können sie direkt an den Mediator binden. 


Eukaryotische Enhancer-Proteine 
für die Transkription 


Ein Beispiel für einen eukaryotischen Transkripti- 
onsfaktor, der in manchen Zelltypen als Aktivator 
aktiv ist, ist AP-1 (Aktivatorprotein-1). AP-1 beein- 
flusst viele Gene und reagiert auf ein breites Spekt- 
rum von Reizen. Zu den stärksten Stimulatoren von 


AP-1 gehören Wachstumsfaktoren und UV-Strah- 
lung. Wachstumsfaktoren fördern das Zellwachstum, 
und UV-Strahlung tötet Zellen, sodass die von AP-1 
aktivierten Gene relativ verschiedenartig sind. Die 
komplexen Wirkungen dieses Transkriptionsfaktors 
werden immer noch untersucht. 

AP-1 ist ein Dimer aus zwei Proteinen, Fos und 
Jun, der Faktor erkennt die palindromische Sequenz 
5’-TGACTCA-3’ (Abb.2.12). Das Dimer gehört zu 
einer Familie von DNA-bindenden Proteinen, die 
als bZIP-Proteine bezeichnet werden. Die Proteine 
besitzen einen Leucin-Zipper, durch den sich die 
Bindungspartner so einander nähern, dass Dimere 
entstehen. Sie haben Bereiche aus basischen Resten, 
die mit der DNA in Kontakt treten. (Leucin-Zipper 
sind «-helikale Elemente, bei denen ein Randbe- 
reich der Helix zum Großteil aus Leucin besteht. 
Zwei solche Leucinbereiche assoziieren durch hy- 
drophobe Wechselwirkungen und können zwei un- 
terschiedliche Proteine miteinander verbinden.) Jun 
kann entweder mit sich selbst dimerisieren oder an 
Fos binden. Im Gegensatz dazu bindet Fos zwar an 
Jun, bildet aber keine Dimere mit einem zweiten 
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Fos-Molekül. Fos und Jun haben außerdem Akti- 
vierungsdomänen, die zelluläre Signale aufnehmen, 
welche deren Aktivität entweder steigern oder ver- 
mindern. Auch vermögen andere Proteine an Fos 
und Jun zu binden, wodurch sich die Erkennungs- 
sequenz verändert. Diese anderen Proteine wie ATF, 
Maf und Nrl tragen zur Komplexität der Transkrip- 
tionskontrolle durch AP-1 bei. 

Wird AP-1 stimuliert, dann ist das die Folge von 
zwei unterschiedlichen Prozessen. Erstens synthe- 
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2.12 Eukaryotische Regulation 
der Transkription 

a AP-1 ist ein eukaryotischer Tran- 
skriptionsfaktor, der aus Fos und 
Jun besteht. Diese zwei Proteine 
treten Uber ihre Leucin-Zipper in 
Wechselwirkung. b Um die Tran- 
skription zu aktivieren, muss AP-1 
selbst zunachst mithilfe der Kinase 
JNK durch Phosphorylierung akti- 
viert werden. Nur dann stimuliert 
Jun die RNA-Polymerase II zur 
Transkription der entsprechenden 
Gene. 


tisiert die Zelle mehr Fos- und Jun-Proteine durch 
eine verstarkte Expression der entsprechenden 
Gene. Außerdem werden die Proteine selbst stabi- 
ler und nicht so rasch abgebaut. Zweitens wird die 
Aktivität von Fos und Jun durch Phosphorylierung 
ihrer Aktivierungsdomäne mithilfe von JNK (engl. 
Jun N-terminal kinase) stimuliert. Viele andere zel- 
luläre Signalproteine beeinflussen die Aktivität von 
Fos und Jun, doch JNK ist das wirkungsvollste. 
Die Phosphorylierung von Fos und Jun führt zu 
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einer Wechselwirkung mit dem Mediatorkom- 
plex und der RNA-Polymerase II. Sie beeinflusst 
auch andere Signalproteine und aktiviert andere 
Gene. 


Der eukaryotische Transkriptionsfaktor AP-1 be- 
steht aus zwei verschiedenen Proteinen, die als 
Dimer aktiv sind. Die Proteinfamilie, zu der AP-1 
gehört, wird auch durch posttranslationale Modifi- 
kation wie Phosphorylierung reguliert. 


Die DNA-Struktur beeinflusst 
den Zugang von Proteinen zum 
Promotor 


Wie bereits zuvor erwähnt, hat die Struktur der eu- 
karyotischen DNA einen großen Einfluss auf die 
Bindung von Proteinen an die DNA. Während der 
Interphase sind eukaryotische Chromosomen nicht 
kondensiert und bilden Schleifen, die an die Kern- 
matrix geheftet sind (s. Kap. 1). Diese Struktur unter- 
stützt die Bindung von Transkriptionsfaktoren. Das 
Ausmaß der Kondensierung zu Heterochromatin ist 
ein entscheidender Faktor. Eukaryotische DNA ist 
um Histone gewunden und bildet so Strukturen, die 
man als Nucleosomen bezeichnet. (Diese bilden wie- 
derum die „Perlenkettenstruktur“ des Chromatins; 
s. Kap. 1.) Locker gepackte Nucleosomen bieten den 
Transkriptionsfaktoren einen Zugang zur DNA. Sind 
die Nucleosomen dagegen fest fixiert, ist allen ande- 
ren Proteinen der Zugang unmöglich. Die Dichte der 
Nucleosomen kann daher die Transkriptionsinitia- 
tion regulieren. 

Die Histonproteine haben einen Schwanz, der 
durch Enzyme, die als Histon-Acetyltransferasen 
(HATs) bezeichnet werden, acetyliert werden kann. 
Diese Histonschwänze stabilisieren normalerweise 
die DNA, indem sie an benachbarte Nucleosomen 
binden und so deren Aggregation bewirken. Über- 
trägt die HAT Acetylgruppen auf die Schwänze, 
dann ist diese Bindung nicht mehr möglich, und die 
Struktur lockert sich. Um die Nucleosomen wieder 
fester zu verbinden, entfernen Histon-Deacetylasen 
(HDACs) die Acetylgruppen, und die Histone reag- 
gregieren (Abb. 2.13). 

Eine weitere strukturelle und für die Genexpres- 
sion bedeutende Eigenschaft eukaryotischer DNA 
ist die Methylierung (s. Abb. 2.13). In Prokaryoten 
lässt sich der neu synthetisierte DNA-Strang wäh- 


rend der Replikation durch ein anderes Methylie- 
rungsmuster vom Matrizenstrang unterscheiden. In 
Eukaryoten wird die Methylierung zum Silencing 
verschiedener DNA-Bereiche eingesetzt und ver- 
hindert deren Expression. Erhaltungsmethylasen 
(engl. maintenance methylases) fügen Methylgrup- 
pen an die neu synthetisierte DNA an, sodass sie 
dasselbe Muster wie der Matrizenstrang erhält. De 
novo-Methylasen heften neue Methylgruppen an, 
Demethylasen entfernen unerwünschte Methyl- 
gruppen. Viele Gene sind in der Nähe von DNA- 
Bereichen lokalisiert, die viele GC-Sequenzen ent- 
halten und die als CG-Inseln (oder CpG-Inseln) 
bezeichnet werden. Sind diese methyliert, werden 
die in der Nähe liegenden Gene nicht exprimiert, 
sind sie nicht methyliert, findet die Expression statt. 
Die Methylierungsmuster sind vom Gewebe ab- 
hängig. So sind die CG-Inseln in Muskelzellen vor 
den Genen, deren Produkte für die Funktion des 
Muskels notwendig sind, nicht methyliert; in ande- 
ren Geweben haben die muskelspezifischen Gene 
jedoch methylierte CG-Inseln. 

Das Silencing durch DNA-Methylierung kann ein 
Gen betreffen oder auch Regionen, die so groß sind 
wie ein ganzes Chromosom. Bereiche, die stillgelegt 
werden, haben zunächst methylierte CG-Regionen. 
Die methylierte DNA zieht methylcytosinbindende 
Proteine an, die eine Bindung von anderen DNA- 
bindenden Proteinen hemmen und auch HDACs 
anziehen. Diese deacetylieren die Histonschwänze, 
wodurch das Chromatin kondensiert und eine wei- 
tere Genexpression verhindert wird. Solche Bereiche 
bezeichnet man als Heterochromatin. 

Die Methylierungsmuster haben einen starken 
Einfluss auf die Entwicklung, weil die Genexpres- 
sion während dieser Phase streng kontrolliert werden 
muss. Einige Gene bleiben im Gameten methyliert, 
wohingegen andere Gene demethyliert werden müs- 
sen, um aktiv werden zu können. Von Prägung (engl. 
imprinting) spricht man, wenn ein Gen eines Elters 
im Gameten methyliert wird und im neuen Organis- 
mus methyliert bleibt. Dieses betrifft allerdings nur 
wenige Gene. Im Gegensatz dazu verändern nichtge- 
prägte Gene während der Entwicklung ihr Methylie- 
rungsmuster. Die Prägung kann in männlichen und 
weiblichen Gameten unterschiedlich sein, was Vor- 
aussetzung für die unterschiedliche Genexpression 
bei den Geschlechtern ist. Eine spezielle Form der 
Prägung ist die X-Inaktivierung, bei der das zweite 
X-Chromosom in weiblichen Individuen durch Me- 
thylierung vollständig (bis auf einige wenige Loci) 
stillgelegt wird. 
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2.13 DNA-Methylierung induziert Gen-Silencing 

Die Genexpression in Eukaryoten kann durch die Kondensierung von Chromatin abgeschaltet werden. Zunächst wird der 
stillzulegende Bereich methyliert. Die Methylgruppen ziehen das methylcytosinbindende Protein zu sich, welches wiede- 
rum Histon-Deacetylasen anzieht. Haben die HDAC die Acetylgruppen von den Histonschwänzen entfernt, aggregieren die 
Histone miteinander. Die dichte Position der Histone verwehrt anderen DNA-bindenden Proteinen den Zugang, wodurch 
die Genexpression in diesem Bereich stoppt. 


Auch die strukturellen Eigenschaften der DNA Eu ka ryotische m RNA WI rd 
selbst kontrollieren die Genexpression. Die Dichte vor der Proteinsynthese 


der Chromatinverpackung kann Transkriptionsfak- ė 
toren daran hindern, an Enhancer-Regionen auf der prozessiert 
DNA zu binden. 

Das Anheften von Methyl-(CH,-)gruppen an die 
Cytosine von CG-Inseln kontrolliert die Expression 


nahegelegener Gene. Diese Gruppen verhindern die Babel ane. na eine: lan 


Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren und translatiert werden. Und in der Tat beginnen Bakte- 
schaffen die Voraussetzungen fiir die unterschied- rien haufig schon wahrend der Transkription mit der 
liche Entwicklung von männlichen und weiblichen Translation ihrer mRNA (auch bekannt als „gekop- 
Individuen. pelte Transkription/Translation“). Bei eukaryotischer 

RNA ist dagegen eine Prozessierung erforderlich, be- 


48 DNA, RNA und Protein 


vor sie den Zellkern verlässt und in Protein transla- 
tiert werden kann. Zunächst wird an das 5’-Ende der 
eukaryotischen mRNA eine Cap-Struktur angefügt 
(Abb. 2.14). Diese Cap-Struktur ist ein GTP-Mole- 
kül, das in entgegengesetzter Orientierung angeheftet 
wird und an Position 7 der Guaninbase methyliert ist. 
Auch können Methylgruppen an die ersten ein oder 
zwei Nucleotide der mRNA angefügt werden. 

Die zweite Modifikation von eukaryotischer 
mRNA ist das Anknüpfen einer Reihe von Adeninen 
- des Poly(A)-Schwanzes - an das 3’-Ende. Am 
Ende der neuen mRNA vermitteln drei Sequenzen 
diese Reaktion: die Erkennungssequenz (AAUAAA) 
für den Polyadenylierungskomplex, die Schnitt- 
stelle für den cleavage binding factor und die Erken- 
nungssequenz für das Poly(A)-Bindungsprotein (eine 
Reihe von GU-Wiederholungen). Zunächst bindet 
der Polyadenylierungskomplex an AAUAAA und 
eine Endonuclease des Komplexes spaltet die mRNA 
hinter einem CA-Dinucleotid stromabwarts der Er- 
kennungssequenz. Als nächstes fügt die Poly(A)- 
Polymerase 100 bis 200 Adeninnucleotide an, und 
schließlich bindet das Poly(A)-Bindungsprotein so- 
wohl an den Poly(A)-Schwanz als auch an die Cap- 


©) Verzweigungs- 
RNA \ punkt 


Exon 1 


i o yy 
f \ mond “9 Exon 2 


3’-SpleiBstelle 


Base Base 5’-SpleiBstelle 


#1 #2 


Anheften der 
Cap-Struktur 


SpleiBen und 


5 7mG Exon 1 


2.14 Prozessierung eukaryotischer mRNA 
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Struktur. Dadurch wird die mRNA zu einem Ring 
geschlossen. 

Eine dritte Modifikation eukaryotischer mRNA 
ist das Entfernen von Introns. Eukaryotische DNA 
enthält zwischen den proteincodierenden Bereichen 
(Exons) viele Sequenzen, die keine Proteine codie- 
ren (Introns). Zunächst wird die gesamte Region in 
ein mRNA-Molekül transkribiert, das man als Pri- 
märtranskript bezeichnet. Dieses wird, nachdem die 
Cap-Struktur und der Poly(A)-Schwanz angeheftet 
wurden, prozessiert, um die Introns zu entfernen. 
Die Exons werden zur mRNA zusammengespleißt. 
Proteine, die Spleißfaktoren genannt werden, erken- 
nen die Exon/Intron-Grenzen, schneiden die DNA 
und verbinden benachbarte Exons. 


Bei der Transkription eines eukaryotischen Gens 
entsteht zunächst ein Primärtranskript. Am 5’-Ende 
wird eine Cap-Struktur und am 3’-Ende ein Poly(A)- 
Schwanz angefügt, die Introns werden entfernt. 
Die mRNA wird anschließend vom Zellkern in das 
Cytoplasma transportiert, um dort von Ribosomen 
translatiert zu werden. 
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Eukaryotische RNA wird prozessiert, bevor sie für die Translation in Protein den Zellkern verlässt. Ein Guaninrest mit 
einer Methylgruppe wird an das 5’-Ende der RNA geheftet, ein Poly(A)-Schwanz wird an das 3’-Ende gehängt und die 
Introns werden herausgespleißt. Diese Veränderungen stabilisieren die mRNA und verkürzen sie im Vergleich zu dem 


Primärtranskript stark. 
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Die Übersetzung des 
genetischen Codes in 
Proteine 


Der genetische Code wird in 
Form von Tripletts oder Codons 
gelesen 


Die mRNA liefert die Information, die ein Ribosom 
für die Proteinsynthese benötigt. Dieser Prozess ist 
als Translation bekannt, weil durch ihn die in der 
Nucleinsäure gespeicherte Information in die Ami- 
nosäuresequenz der Proteine übersetzt wird. Bevor 
wir uns dem Mechanismus widmen, müssen wir den 
Code verstehen, anhand dessen die Aminosäuren zu- 
sammengesetzt werden. Nucleinsäuren bestehen aus 
vier verschiedenen Basen (das T in der DNA ent- 
spricht dem U in der RNA). Im Protein können dage- 
gen 20 unterschiedliche Aminosäuren enthalten sein. 
Entspräche jedes Nucleotid einer Aminosäure, dann 
könnten nur vier verschiedene Aminosäuren codiert 
werden. Bei zwei Nucleotiden pro Aminosäure wären 
es 16 Kombinationen, was immer noch nicht aus- 
reicht. Um die 20 Aminosäuren zu codieren, müssen 
die Basen in Dreiergruppen gelesen werden, denn so 
ergeben sich 64 verschiedene Kombinationen - mehr 


zweite (mittlere) Base 


UCU Ser 
UCC Ser 
UCA Ser 
UCG Ser 


UAU Tyr 
UAC Tyr 
UAA stopp 
UAG stopp 


CAU His 
CAC His 
CAA Glin 
CAG Gln 


AUU lle 
AUC Ile 
AUA lle 
AUG Met 


UGU Cys 
UGC Cys 
UGA stopp 
UGG Trp 


als genug für die 20 Aminosäuren (Abb. 2.15). Die 
mRNA wird daher in Gruppen von drei Basen gele- 
sen, die als Tripletts oder Codons bezeichnet werden; 
jedes Basentriplett codiert eine Aminosäure. Weil es 
aber mehr als 20 Tripletts gibt, sind viele von ihnen 
redundant, sodass einige Codons in die gleiche Ami- 
nosäure translatiert werden. Valin wird beispielsweise 
durch GUU, GUC, GUA und GUG codiert. 

Der in Abbildung 2.15 dargestellte genetische 
Code wird als universeller genetischer Code be- 
zeichnet. Nicht alle Organismen verwenden exakt 
diesen Code, doch Ausnahmen sind selten. So ist 
UGA normalerweise ein Stoppcodon, doch in Myco- 
plasma codiert UGA Tryptophan und in dem Einzel- 
ler Euplotes ist es Cystein. 

Kleine RNA-Moleküle, die man als Transfer-RNA 
(tRNA) bezeichnet, erkennen die einzelnen Codons 
auf der mRNA und tragen die entsprechende Ami- 
nosäure. Diese tRNA-Molekiile werden zwar als Ein- 
zelstrang synthetisiert, doch faltet sich das Molekül 
und es entstehen Bereiche aus doppelsträngiger RNA. 
Eine solche gefaltete tRNA hat die Form eines „L“ mit 
einem Anticodon an einem Ende und einem Akzep- 
torarm an dem anderen. Das Anticodon besteht aus 
drei Basen, die zu denen des entsprechenden Codons 
auf der mRNA komplementär sind und daher dieses 
Codon durch Basenpaarung erkennen. Der Akzep- 
torarm ist die Stelle, an der die Aminosäure mit dem 
freien 3’-Ende der tRNA verknüpft wird (Abb. 2.16). 


2.15 Der genetische Code 

Es sind die 64 Codons der mRNA 
mit ihren korrespondierenden Ami- 
nosäuren dargestellt. Gemäß der 
Konvention werden die Basen von 
5’ nach 3’ gelesen, sodass sich die 
erste Base am 5’-Ende des Codons 
befindet. Drei Codons (UAA, UAG, 
UGA) codieren keine Aminosäure, 
sondern sind Stoppcodons. AUG 
(codiert Methionin) und, weniger 
häufig, GUG (codiert Valin) haben 
die Funktion von Startcodons. Um 
ein Codon zu ermitteln, muss man 
die erste Base in der linken Spalte 
suchen, die zweite dann in der 
obersten Zeile und die dritte in der 
Spalte rechts. 
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2.16 Die Struktur der tRNA er- 
laubt eine „Wobblepaarung“ an 
der dritten Position CH 
Die tRNA erkennt die Codons auf 
der mRNA und trägt die korrekte 


Aminosäure für jedes Codon. Die | | 
erste Position des Anticodons einer 
tRNA passt zur dritten Position des 
Codons. 


H O 


Exkurs 2.1 


Der Codongebrauch 


Einige Aminosäuren werden von vielen Codons codiert 
und haben mehr als eine korrespondierende tRNA. So 
wird Valin durch GUU, GUC, GUA und GUG codiert. Eine 
tRNA für Valin erkennt, verursacht durch das Wobbeln, 
GUU und GUC, doch für die anderen beiden Codons ist 
eine weitere tRNA notwendig. Viele Organismen verwen- 
den allerdings für Aminosäuren mit mehreren Codons nur 
ein oder zwei der möglichen Codons - ein Phänomen, das 
als Codongebrauch (engl. codon bias oder codon usage) 
bezeichnet wird. Infolgedessen synthetisieren sie geringe 
Mengen an tRNA für die selten genutzten Codons. Diese 
Präferenz für bestimmte Codons ist bei verschiedenen 
Organismen unterschiedlich. Das ist von Bedeutung, 


Doch warum trägt jede spezifische RNA auch die 
korrekte Aminosäure? Eine Gruppe von Enzymen, 
die als Aminoacyl-tRNA-Synthetasen bezeichnet 
werden, heftet die korrekte Aminosäure an die ent- 
sprechende tRNA. Diese Enzyme sind sehr spezifisch 
und erkennen die tRNA an ihrer Sequenz im Antico- 
don oder an einer anderen Stelle in der RNA-Struk- 
tur. Für jede Aminosäure existiert eine spezifische 
Aminoacyl-tRNA-Synthetase. 


H,Nt— C—C—O— 


3’-Ende 
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wenn Gene eines Organismus in einem anderen expri- 
miert werden sollen. Pflanzen und Tiere bevorzugen für 
die gleiche Aminosäure häufig andere Codons als Bak- 
terien. Exprimieren Bakterien pflanzliche oder tierische 
Proteine, stehen für die wenig bevorzugten Codons nicht 
in ausreichender Menge tRNAs zur Verfügung. Die Folge 
ist, dass die Ribosomen innehalten, abfallen und die Pro- 
teinausbeute relativ gering ist. Um Abhilfe zu schaffen, 
können Forscher die Gene gentechnisch so verändern, 
dass häufige tRNAs die Codons erkennen (s. Kap. 14). Ein 
alternativer Weg ist, die Wirtsstämme gentechnisch so 
zu modifizieren, dass sie größere Mengen der benötigten 
tRNAs synthetisieren. 


Die erste Base des Anticodons bindet an die dritte 
Base des Codons auf der mRNA. Diese Nucleotide 
können eine sogenannte Wobblepaarung eingehen, 
statt eine perfekte Paarung zu bilden. Dadurch sind 
Basenpaarungen möglich, die nicht der Norm ent- 
sprechen. Ist z.B. die erste Base im Anticodon ein G, 
das normalerweise mit einem C paaren würde, dann 
kann dieses G an der Wobbleposition auch mit einem 
U paaren. Die tRNA für Histidin trägt daher das An- 
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ticodon GUG und erkennt sowohl CAC als auch CAU 
auf der mRNA. Nimmt U den ersten Platz im Antico- 
don ein, dann kann es mit A oder G an der dritten 
Codonposition paaren. Die Wobblepaarung erklärt, 
warum die gleiche tRNA verschiedene Codons er- 
kennt, die alle die gleiche Aminosäure codieren. 


Während der Translation erkennt jede tRNA eine 
spezifische Sequenz aus drei Nucleotiden. An die 
tRNA ist jeweils am gegenüberliegenden Ende die 
entsprechende Aminosäure gebunden. Eine Familie 
von spezifischen Enzymen, die Aminoacyl-tRNA- 
Synthetasen, stellt sicher, dass jede tRNA die kor- 
rekte Aminosäure trägt. 


Die Proteinsynthese findet 
am Ribosom statt 


Das Ribosom ist eine Art molekulare Maschine, die 
die mRNA mit den passenden tRNAs vereint und 
dann die Aminosäuren zu einer Kette verbindet. Pro- 
karyotische Ribosomen bestehen aus zwei Unterein- 
heiten, 30S und 50S, die sich zu einem funktionellen 
70S-Ribosom zusammensetzen. Ein Ribosom enthält 
RNA-Moleküle (ribosomale RNA oder rRNA) und 
viele Proteine. Die 30S-Untereinheit umfasst die 16S- 
rRNA und 21 Proteine; bei der 50S-Untereinheit sind 
es zwei rRNAs (5S und 23S) und 34 Proteine. Die 
größere Untereinheit besitzt drei Bindungsstellen für 
tRNAs, die entsprechend ihrer Funktion mit A fiir 
Akzeptor, P fiir Peptid und E ftir Exit bezeichnet wer- 
den. Die 23S-rRNA katalysiert die Verkniipfung von 
Aminosäuren mit der wachsenden Polypeptidkette 
und ist daher ein Ribozym. (Ribozyme werden in 
Kapitel 5 besprochen.) 

In Prokaryoten sind neben dem Ribosom viele 
Faktoren an der Proteinsynthese beteiligt (Abb. 2.17). 
Zunächst muss sich das Ribosom an der Startstelle 
zusammenbauen und am Startcodon mit der Prote- 
insynthese beginnen. Die 5’-nichttranslatierte Region 
auf der mRNA (s. oben) trägt die Signalsequenz für 
die Bindung des Ribosoms vor dem Startcodon. In 
Prokaryoten beginnt die Translation am ersten AUG- 
Codon nach der Shine-Dalgarno-Sequenz, der Ri- 
bosomenbindungsstelle, die die Consensussequenz 
UAAGGAGG besitzt. Die Anti-Shine-Dalgarno- 
Sequenz befindet sich auf der 16S-rRNA der kleinen 
30S-Untereinheit. Zunächst bindet die kleine riboso- 
male Untereinheit an die Shine-Dalgarno-Sequenz. 


Für die Initiation der Translation in Prokaryoten sind 
das Methioninderivat N-Formylmethionin (fMet) 
und eine spezielle Initiator-tRNA (tRNA,) notwen- 
dig. Nur die mit fMet beladene Initiator-tRNA (als 
tRNAMet bezeichnet) kann an die kleine Unterein- 
heit des Ribosoms binden. 

Translationsfaktoren sind Proteine, die benötigt 
werden, um die Bestandteile des Ribosoms und des 
Translationskomplexes zusammenzuführen. Die Initi- 
ationsfaktoren (IF1, IF2 und IF3) setzen den 30S-Ini- 
tiationskomplex zusammen, der aus der ribosomalen 
30S-Untereinheit und der tRNA!M“ besteht. Der IF3- 
Faktor verlässt anschließend den Komplex und die ri- 
bosomale 50S-Untereinheit bindet, wodurch sich der 
70S-Initiationskomplex bildet (s. Abb. 2.17a). 

Nun kann die Synthese des Polypeptids beginnen 
(s. Abb. 2.17b). Die tRNA!M“ besetzt die P-Stelle des 
Ribosoms. Eine zweite tRNA erkennt das nächste Co- 
don und belegt die A-Stelle. Schließlich wird durch 
die Peptidyltransferase- Aktivität der 23S-rRNA eine 
Peptidbindung zwischen der ersten und der zweiten 
Aminosäure geknüpft. fMet setzt seine tRNA frei, die 
sich zur E-Stelle bewegt, wodurch die zweite tRNA 
an die P-Stelle gelangt und der Zyklus von neuem 
beginnen kann. Eine dritte tRNA erkennt das nächste 
Codon usw. 

Den Prozess, bei dem nacheinander Aminosäu- 
ren zu einer Kette verknüpft werden, bezeichnet man 
als Elongation. Er erfordert sogenannte Elongati- 
onsfaktoren. EF-T ist ein Proteinpaar (EF-Tu und 
EF-Ts), wobei EF-Tu GTP verwendet, um die A-Stelle 
mit einer neuen tRNA zu besetzen, und EF-Ts das 
GDP für den nächsten Zyklus gegen GTP austauscht. 
Bei der Translokation bewegt sich die tRNA von 
der P-Stelle zur E-Stelle und die mRNA verschiebt 
sich gleichzeitig im Ribosom um ein Codon. E- und 
A-Stelle können nicht gleichzeitig besetzt sein. Die 
entladene tRNA muss das Ribosom verlassen, bevor 
die nächste tRNA hinzutreten kann. EF-G überwacht 
den Translokationsschritt. 

Aminosäuren werden an das wachsende Ende der 
Kette angefügt. Der Prozess wird fortgeführt, bis das Ri- 
bosom an ein Stoppcodon (UAA, UAG, UAA) gelangt, 
das von keiner der tRNAs erkannt wird. Stattdessen 
binden Proteine, die als Freisetzungsfaktoren bekannt 
sind, an das jeweilige Stoppcodon (s. Abb. 2.17c). RF1 
und RF2 erkennen die unterschiedlichen Stoppcodons 
und bewirken, dass die 23S-rRNA die Bindung zwi- 
schen der letzten Aminosäure und ihrer tRNA spaltet. 
Der ribosomale Komplex fällt von der mRNA ab und 
dissoziiert. Seine Bestandteile werden für die Trans- 
lation einer anderen mRNA wiederverwendet. Die 
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2.17 Translation bei Prokaryoten 

a Die Initiation der Translation beginnt mit der 
Anlagerung der kleinen ribosomalen Untereinheit 
an die Shine-Dalgarno-Sequenz (S-D-Sequenz) auf 
der mRNA. Als nachstes wird die Initiator-tRNA, die 
AUG erkennt, mit fMet beladen. Die beladene tRNA 
assoziiert mit der kleinen ribosomalen Untereinheit 
und findet das Startcodon. Der Zusammenbau wird 
durch die Initiationsfaktoren (IF 1, IF2 und IF3; nicht 
dargestellt) unterstützt. b Während der Elongation 
wird zwischen der Aminosäure an der A-Stelle und 
der an der P-Stelle eine Peptidbindung geknüpft. 
Elongationsfaktoren kontrollieren das Gleiten des 
Ribosoms entlang der mRNA und die Anlagerung 
einer neuen tRNA an die A-Stelle (ebenfalls nicht 
dargestellt). c Die Termination erfordert Freiset- 
zungsfaktoren. Die verschiedenen Bestandteile dis- 
soziieren und das fertiggestellte Protein faltet sich 
zu einer dreidimensionalen Struktur. 
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neu entstandene Polypeptidkette faltet sich zu ihrer 
endgültigen Struktur. In Prokaryoten binden viele Ri- 
bosomen an dieselbe mRNA, es entsteht ein Polysom. 
Da es keinen Zellkern gibt, laufen Transkription und 
Translation häufig gleichzeitig ab. Sobald sich die teil- 
weise fertiggestellte mRNA von der DNA löst, binden 
Ribosomen und beginnen mit der Proteinsynthese. 


In Prokaryoten beginnt die Translation in der 5’-nicht- 
translatierten Region der mRNA, die das Ribosom 
zunächst nach dem Startcodon absucht. Nachdem 
ein Initiatormethionin an das AUG angefügt wurde, 
katalysiert das Ribosom die Addition weiterer Ami- 
nosäuren. Ribosomen benötigen Elongationsfaktoren 
und Freisetzungsfaktoren, um die Bewegung entlang 
der mRNA bis zum Stoppcodon zu kontrollieren. 
Ribosomen besitzen drei verschiedene Stellen, 

an denen spezifische Prozesse stattfinden. An die 
A-Stelle tritt die neue tRNA mit dem passenden 
Anticodon, beladen mit der Aminosäure. An der 
P-Stelle befindet sich die vorherige tRNA mit der 
Aminosäure. Die E-Stelle ist, kurz nachdem die 
Aminosäuren miteinander verknüpft wurden, von 
der entladenen tRNA besetzt, die das Ribosom 
dann verlässt. 


Unterschiede zwischen 
pro- und eukaryotischer 
Translation 


Die Translation in Eukaryoten unterscheidet sich von 
der in Prokaryoten in vielerlei Hinsicht (Abb. 2.18). 
Als erstes fällt auf, dass die mRNA im Zellkern synthe- 
tisiert wird, die Translation jedoch an den Ribosomen 
des Cytoplasmas stattfindet. Dadurch ist eine Kopp- 
lung von Transkription und Translation in Eukaryoten 
nicht möglich. Eukaryotische Ribosomen besitzen eine 
60S- und 40S-Untereinheit, die zusammen ein 80S- 
Ribosom bilden, das ein wenig größer ist als die bak- 
teriellen Ribosomen. Außerdem sind in Eukaryoten 
mehr Initiationsfaktoren beteiligt als in Prokaryoten, 
und sie setzen den Initiationskomplex in einer ande- 
ren Reihenfolge zusammen. Insgesamt sind an der eu- 
karyotischen Translation mehr Proteine beteiligt, und 
der gesamte Regulationsprozess ist komplexer. 
Dennoch ist die Bindung der mRNA in Eukary- 
oten einfacher. Eukaryotische mRNA besitzt keine 
Shine-Dalgarno-Sequenz. Stattdessen erkennen eu- 
karyotische Ribosomen die 5’-Cap-Struktur und 
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2.18 Translation in Eukaryoten 

a Der Zusammenbau der kleinen Untereinheit mit Initiator- 
Met-tRNA umfasst die Bindung der Faktoren elF3 und 
elF2. b Das Cap-bindende Protein von elF4 lagert sich an 
die mRNA, bevor die kleine Untereinheit hinzutritt. c Die 
mRNA bindet über das Cap-bindende Protein an die kleine 
Untereinheit, und der 40S-Initiationskomplex ist fertig- 
gestellt. d Der Zusammenbau der großen Untereinheit 
erfordert den Faktor elF5. Danach verlassen elF2 und elF3 
den Komplex. 
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beginnen die Proteinsynthese am ersten AUG. Auf 
jeder mRNA befindet sich nur ein Gen (im Gegen- 
satz zu Bakterien, bei denen polycistronische mRNAs 
häufig sind und deren Ribosomen für jede codie- 
rende Sequenz eine andere Shine-Dalgarno-Sequenz 
erkennen). Die erste Aminosäure in jedem neuen 
Polypeptid ist Methionin, wie in Bakterien. Doch im 
Gegensatz zu Bakterien ist dieses Methionin nicht 
mit einer Formylgruppe modifiziert. Und schließlich 
werden viele eukaryotische Proteine nach der Trans- 
lation durch die Addition chemischer Gruppen mo- 
difiziert. (Obwohl auch Bakterien einige Proteine 
verändern, ist dieses doch viel seltener, und die Viel- 
falt der Modifikationen ist viel geringer.) 


Prokaryotische mRNA trägt die Information für viele 
Proteine, und sie wird von vielen verschiedenen Ri- 
bosomen gleichzeitig translatiert. Die mRNA besitzt 
eine Ribosomenbindungsstelle vor jedem Operon. 
Eukaryotische mRNA trägt die Information für ein 
Gen. Das Ribosom erkennt die Cap-Struktur, sucht 
die mRNA ab, bis das erste AUG gefunden ist, und 
beginnt mit der Translation der mRNA in ein Protein. 


Mitochondrien und Chloro- 
plasten synthetisieren ihre 
eigenen Proteine 


Die Mitochondrien und Chloroplasten der Eukary- 
oten besitzen ihr eigenes Genom und synthetisieren 
einige ihrer Proteine selbst. Die Endosymbionten- 
theorie besagt, dass diese Organellen einst freile- 
bende Bakterien oder Blaualgen (Cyanobakterien) 
waren, die mit einem ursprünglichen einzelligen Eu- 
karyoten eine symbiontische Beziehung eingegan- 
gen sind. Die Bakterien lieferten in dieser Symbiose 
dem frühen Eukaryoten Energie. Mit der Zeit gaben 
die Bakterien viele doppelte Funktionen auf und 
wurden von Vorläufermolekülen abhängig, die der 
Wirt ihnen zur Verfügung stellte. Schließlich ver- 
loren die symbiontischen Chloroplasten und Mi- 
tochondrien auch den Großteil ihrer Gene, doch 
bis heute besitzen sie noch einen kleinen Teil ihrer 
Genome. Diese Genome enthalten viele Gene, die 
mit der Proteinsynthese assoziiert sind (Abb. 2.19). 
Die Organellengene sind oft enger mit bakteriellen 
Genen verwandt als mit den nucleären Genen des 
Eukaryoten. Außerdem haben die Ribosomen der 
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2.19 Mitochondriale DNA des Menschen 

Die mitochondriale DNA des Menschen enthält Gene für 
rRNA (16S und 12S), einige tRNAs (diese sind durch den 
Ein-Buchstaben-Code gekennzeichnet) und einige Proteine 
der Elektronentransportkette. 


Mitochondrien in tierischen Zellen eine Größe von 
28S und 39S, sie liegen damit dichter bei den 30S 
und 50S-Untereinheiten der Bakterien als bei denen 
der Eukaryoten. Die Ähnlichkeit zwischen rRNA- 
Sequenzen von Mitochondrien und Bakterien ist viel 
größer als die Ähnlichkeit zur rRNA, die im eukary- 
otischen Zellkern codiert wird. 


Mitochondrien und Chloroplasten besitzen ihr 
eigenes Genom, das viele transkribierte und trans- 
latierte Gene umfasst. Die Organellen gehen mögli- 
cherweise aus einst freilebenden Bakterien hervor, 
die eine symbiontische Beziehung mit einem einzel- 
ligen Eukaryoten eingegangen sind. 
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DNA-Isolierung und 
Reinigung 


Die Grundlage der gesamten biotechnologischen 
Forschung ist die Manipulation von DNA. Für die 
Arbeit mit rekombinanter DNA benötigen die For- 
scher eine Methode zur Isolierung von DNA aus 
verschiedenen Organismen. Die Gewinnung von 
DNA aus Bakterien ist am einfachsten, da Zellwand 
und Plasmamembran von Bakterien nur eine geringe 
Stabilität besitzen. Für Genmanipulationen werden 
Bakterien wie E. coli bevorzugt, weil sich ihre DNA 
leicht gewinnen lässt. E. coli enthält in der Zelle so- 
wohl genomische als auch Plasmid-DNA. Genomi- 
sche DNA ist viel größer als Plasmid-DNA, deshalb 
lassen sich beide Formen aufgrund ihrer Größe leicht 
voneinander trennen. 

Um die DNA aus einer Zelle freizusetzen, muss 
man die Zellmembran zerstören. Die Hauptbestand- 
teile der bakteriellen Zellwand, die Peptidoglykane, 
werden von dem Enzym Lysozym gespalten. Als 
nächstes zerstört ein Detergens die Zellmembranen, 
indem es die Lipiddoppelschicht angreift. Gewebe- 
proben aus Tieren und Pflanzen müssen dagegen 
gemörsert werden, um die intrazellulären Bestand- 
teile freizusetzen. Die stabilen Wände von Pflan- 
zenzellen werden durch mechanische Scherung in 
einem Zerkleinerer aufgebrochen und das Wandge- 
webe anschließend mit Enzymen gespalten, die aus 
den langen Polymeren Monomere freisetzen. Aus der 
Schwanzspitze einer Maus lässt sich DNA gewinnen, 
nachdem Enzyme das Bindegewebe verdaut haben. 
Für jeden Organismus und jedes Gewebe müssen 
die Methoden für die Gewinnung der intrazellulären 
Komponenten leicht abgewandelt werden. 

Einmal freigesetzt, müssen die zellulären Bestand- 
teile entweder durch Zentrifugation oder durch che- 
mische Extraktion von dem Rest der äußeren Struk- 
turen getrennt werden. Die Zentrifugation trennt die 
Komponenten nach ihrer Größe; die schwereren oder 
größeren Moleküle sedimentieren schneller als die 
kleineren Moleküle. So sind z.B. die Fragmente einer 
Zellwand nach der Spaltung kleiner als die großen 
DNA-Moleküle. Bei der Zentrifugation sammelt sich 
die DNA als Pellet am Boden des Zentrifugationsge- 
fäßes, während sich die löslichen Zellwandfragmente 
im Überstand befinden. Die chemische Extraktion 
nutzt die Eigenschaft von Phenol, unerwünschte Pro- 
teine aus der DNA-Lösung zu entfernen. Phenol ist 
eine Säure, die 60 bis 70% allen organischen Mate- 
rials, insbesondere Proteine, löst. Phenol ist schlecht 


in Wasser löslich, und wenn es mit einer wässrigen 
Lösung aus DNA und Protein gemischt wird, bilden 
sich ähnlich wie bei Wasser und Öl zwei Phasen. Das 
Protein löst sich in der Phenolphase während die Nu- 
cleinsäuren in der wässrigen Phase verbleiben. Die 
beiden Phasen werden durch Zentrifugation getrennt 
und anschließend die wässrige DNA-Lösung von der 
Phenolphase isoliert. 

Sind die Proteine entfernt, enthält die Probe ne- 
ben der DNA noch RNA, die als Nucleinsäure eben- 
falls nicht in Phenol löslich ist. Das Enzym Ribonuc- 
lease (RNase) spaltet RNA in Ribonucleotide. Nach 
der Behandlung mit RNase befinden sich neben 
DNA noch kurze RNA-Stücke und Ribonucleotide 
in der Lösung. Wird ein gleiches Volumen Alkohol 
zugegeben, fällt die sehr große DNA aus und lässt 
sich durch Zentrifugation abtrennen. Die kleineren 
Ribonucleotide bleiben dagegen in Lösung. Die DNA 
ist nun bereit für die Verwendung in verschiedenen 
Experimenten. 


DNA lässt sich isolieren, indem man zunächst die 
Zellwand und die Membrankomponenten entfernt. 
Als nächstes werden die Proteine mit Phenol ex- 
trahiert und anschließend die RNA durch Ribonuc- 
lease gespalten. 


Elektrophorese trennt 
die DNA-Fragmente nach 
ihrer Größe 


DNA-Fragmente lassen sich mithilfe der Gelelektro- 
phorese ihrer Größe nach trennen und anschließend, 
nach Färbung des Gels mit Ethidiumbromid, durch 
UV-Licht sichtbar machen (Abb. 3.1). Das Gel einer 
solchen Gelelektrophorese besteht z.B. aus Agarose, 
ein gelatineähnliches Polysaccharid, das aus Meeres- 
algen gewonnen wird. Agarose ist ein Pulver, das sich 
nur in heißem Wasser löst. Kühlt die Lösung ab, dann 
erhärtet die Agarose. Um die DNA aufzutrennen und 
sichtbar zu machen, lässt man die Lösung auf einem 
horizontalen Träger abkühlen, sodass ein flaches Gel 
mit einer Dicke von etwa 6 mm entsteht. An einem 
Ende wird vor dem Abkühlen ein Kamm eingescho- 
ben. Nach dem Erhärten wird der Kamm gezogen 
und in dem Gel bleiben kleine Taschen zurück. 

Die Trennung der DNA-Moleküle in der Gelelek- 
trophorese nach ihrer Größe erfolgt mithilfe eines 
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Wanderung der DNA 


© 


3.1 DNA-Gelelektrophorese 


Standard-DNA- 


Fragmente 
(Molekülmassen- 
standard, kb) 


Proben- 
taschen 


10000 


8000 


6000 


4000 


2000 


a Aufnahme einer Elektrophoreseapparatur. Das Agarosegel wird in die Mitte der Elektrophoresekammer auf einen Trä- 
ger gelegt, mit Puffer überschichtet und auch die Tanks mit Puffer gefüllt. Anschließend werden die roten und schwar- 
zen Kontakte an eine Stromquelle angeschlossen. FisherBiotech Horizontal Electrophoresis Systems, Midigel System. 
b Durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennte DNA. Um die DNA sichtbar zu machen, wurde das Gel nach der Elek- 
trophorese in einer Ethidiumbromidlösung inkubiert. Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA. 
Unter UV-Licht fluoreszieren die DNA-Banden in einem hellen Orange. Die Fragmentgrößen lassen sich durch einen Ver- 


gleich mit dem Größenmarker (rechts) bestimmen. 


elektrischen Feldes. Das Agarosegel wird zunächst in 
einer Kammer, die an einem Ende eine positive und an 
dem anderen Ende eine negative Elektrode besitzt, mit 
Puffer überschichtet. Anschließend werden die DNA- 
Proben in die Geltaschen geladen und eine elektrische 
Spannung angelegt. In dem entstehenden elektrischen 
Feld wandern die DNA-Fragmente nun durch das Gel. 
Das Phosphatrückgrat der DNA ist negativ geladen, 
sodass sich die Fragmente von der negativen Elektrode 
weg zur positiven Elektrode bewegen. Dabei wirkt die 
erstarrte Agarose als Sieb mit kleinen Lücken zwischen 
den einzelnen Agaroseketten. Die DNA-Fragmente 
müssen sich durch diese Lücken zwängen und werden 
nach ihrer Größe aufgetrennt, weil größere Moleküle 
dabei stärker behindert werden als kleinere. 

Um die DNA sichtbar zu machen, wird das Gel 
aus der Kammer genommen und in eine Ethidium- 
bromidlösung getaucht. Ethidiumbromid interkaliert 
zwischen die Basenpaare von DNA bzw. RNA. Das 
Ausmaß der Interkalierung ist bei RNA geringer, weil 
es sich größtenteils um einzelsträngige Moleküle han- 
delt. Unter UV-Licht fluoreszieren die Nucleinsäuren 


orange. DNA-Moleküle derselben Größe bilden in der 
Regel eine scharfe Bande. Die Größe der Fragmente 
lässt sich durch einen direkten Vergleich mit einem 
Molekülmassenstandard abschätzen, der gleichzeitig 
mit der Probe aufgetrennt wird (in einer anderen Bahn) 
und der DNA-Moleküle bekannter Größe enthält. 

Die Größe der untersuchten DNA bestimmt die 
Art von Gel, das für die Auftrennung verwendet 
wird. In der Regel ist es Agarose, doch sehr kleine 
DNA-Moleküle zwischen 50 und 1000 bp werden 
mithilfe von Polyacrylamidgelen getrennt. Diese Gele 
vermögen DNA-Fragmente zu separieren, die sich in 
ihrer Länge nur durch ein einziges Basenpaar unter- 
scheiden, was für die DNA-Sequenzierung notwendig 
ist (s. Kap. 4). Für sehr große Fragmente (10 Kiloba- 
sen bis 10 Megabasen) wird Agarose eingesetzt, doch 
fließt der Strom hier abwechselnd aus zwei Richtun- 
gen, die in einem bestimmten Winkel zueinander 
liegen. Bei dieser Pulsfeldgelelektrophorese (engl. 
pulsed field gel electrophoresis, PFGE) wandern sehr 
große DNA-Moleküle eine weitere Strecke, als beim 
Fließen des Stroms in nur eine Richtung. Bei jeder 
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Richtungsänderung werden große, in Agaroseporen 
festsitzende Moleküle entspannt, wodurch sie weiter- 
wandern. Eine weitere Methode ist die Gradienten- 
gelelektrophorese, mit deren Hilfe sich ähnlich große 
Fragmente trennen lassen. Ein Konzentrationsgradi- 
ent aus Acrylamid, Puffer oder Elektrolyt kann die 
Kompression, d.h. das Zusammendrängen von Frag- 
menten ähnlicher Größe, verringern und kleinere 
Fragmente im unteren Gelbereich abbremsen. 


DNA-Fragmente lassen sich mithilfe der Gelelektro- 
phorese nach ihrer Größe trennen. Im elektrischen 
Feld bewegen sich die Fragmente von der nega- 
tiven Elektrode zur positiven. Die größeren DNA- 
Fragmente werden bei ihrer Wanderung durch die 
Agaroseporen stärker behindert als die kleinen und 
wandern daher langsamer. 

Mithilfe der Pulsfeldgelelektrophorese lassen 
sich große DNA-Stücke trennen. Hier fließt der 
elektrische Strom abwechselnd aus zwei Richtun- 
gen, die im rechten Winkel zueinander stehen. 


Restriktionsenzyme 
schneiden DNA; Ligase 
verknüpft DNA 


DNA-Isolierung, Auftrennung und Visualisierung 
von DNA-Fragmenten wären nutzlos, wenn nicht 
auch einige Methoden zur Verfügung stünden, um 
die DNA in Fragmente unterschiedlicher Größe zu 
schneiden. Die natürlich vorkommenden Restrik- 
tionsenzyme oder Restriktionsendonucleasen sind 
der Schlüssel zur Herstellung von DNA-Fragmenten. 
Diese bakteriellen Enzyme binden an spezifische Er- 
kennungsstellen auf der DNA und schneiden das 
Rückgrat beider Stränge. Diese Enzyme sind im Laufe 
der Evolution entstanden, um Bakterien vor fremder 
DNA, beispielsweise Viren-DNA, zu schützen. Die 
Enzyme spalten die DNA ihrer eigenen Zelle nicht, 
weil sie sensitiv für Methylierungen sind. Ist die Er- 
kennungssequenz methyliert, kann das Restriktions- 
enzym nicht an die DNA binden. Bakterien syntheti- 
sieren ebenfalls Modifikationsenzyme, die dieselbe 
Sequenz erkennen wie das entsprechende Restrikti- 
onsenzym und jede Erkennungsstelle im bakteriellen 
Genom methylieren. Daher laufen Bakterien bei der 
Synthese von Restriktionsenzymen nicht Gefahr, dass 
ihre eigene DNA gespalten wird. 


Restriktionsenzyme lassen sich nutzen, um DNA 
an spezifischen Stellen zu schneiden, da jedes dieser 
Enzyme eine bestimmte Erkennungssequenz hat. An- 
hand der Unterschiede in den Schnittstellen kann man 
die Enzyme in verschiedene Klassen einteilen. Typ-I- 
Restriktionsenzyme schneiden den DNA-Strang 1000 
oder mehr Basenpaare von der Erkennungssequenz 
entfernt. Typ-II-Restriktionsenzyme schneiden dage- 
gen in der Mitte der Erkennungssequenz und sind für 
die Gentechnik am nützlichsten. Sie spalten entweder 
beide Stränge der Doppelhelix genau an der gleichen 
Stelle, es entstehen glatte Enden, oder sie schneiden 
beide Stränge leicht versetzt, wodurch einzelsträngige 
Enden entstehen. Diese bezeichnet man auch als kleb- 
rige oder kohäsive Enden (Abb. 3.2). Die Erkennungs- 
sequenzen von Typ-II-Restriktionsenzymen sind in 
der Regel umgekehrte Sequenzwiederholungen, sodass 
das Enzym beide Strange zwischen den gleichen Basen 
spaltet. Da die Wiederholungen gegenläufig sind, kön- 
nen die Schnitte versetzt sein, sodass einzelsträngige 
überhängende Enden entstehen. Einige der in der Bio- 
technologie häufig verwendeten Restriktionsenzyme 
sind in Tabelle 3.1 aufgeführt. 

Die Anzahl der Basenpaare der Erkennungsse- 
quenz bestimmt die Wahrscheinlichkeit für das Vor- 
kommen dieser Sequenz in der DNA und daher auch 
die für einen Schnitt. Es ist viel wahrscheinlicher, 


EISGTTAAG 3: 
SU GAAT IG -5° 


Schnitt mit Hpa1 


5 = Gril AAC -a AATTC -3' 
a CANI Tre -5° 5’- G GS 
3 CTTAA 


glatte Enden kohäsive Enden 


3.2 Typ-ll-Restriktionsenzyme - glatte Enden versus 
kohäsive Enden 

Hpal ist ein Restriktionsenzym, das glatte Enden hinter- 
lässt, d.h., es schneidet beide Stränge exakt an derselben 
Stelle. EcoRI ist dagegen ein Enzym, das kohäsive Enden 
hervorruft. Das Enzym schneidet in beiden Strängen 
zwischen G und A, sodass an den beiden DNA-Enden 

ein Überhang aus vier Basenpaaren entsteht. Da diese 
Enden Basenpaarungen mit komplementären Sequenzen 
eingehen können, werden sie als kohäsiv, oder klebrig, 
bezeichnet. 
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eine Sequenz aus vier Nucleotiden anzutreffen, als 
eine Erkennungssequenz aus sechs Nucleotiden. Um 
weniger und längere Fragmente zu erhalten, werden 
Restriktionsenzyme mit einer Erkennungssequenz 
von sechs oder mehr Basenpaaren verwendet. Umge- 
kehrt ergeben Enzyme mit einer Erkennungssequenz 
von vier Basenpaaren mehr, aber kürzere Fragmente. 

Werden zwei verschiedene DNA-Proben mit dem 
gleichen Restriktionsenzym geschnitten, das kohä- 
sive Enden produziert, dann haben alle entstehen- 
den Fragmente identische Überhänge. Dadurch ist 
es möglich, Fragmente aus zwei verschiedenen Quel- 
len (z.B. zwei unterschiedlichen Organismen) mit- 
einander zu verbinden (Abb. 3.3). Solche Fragmente 
werden mithilfe der DNA-Ligase verknüpft, oder 
ligiert. Dabei handelt es sich um das gleiche Enzym, 
das auch die Okazaki-Fragmente während der Re- 
plikation miteinander verbindet (s. Kap. 4). Die am 


Tabelle 3.1 Häufig verwendete Restriktionsenzyme 


Hpall Haemophilus para- C/CGG 
influenzae GGC/C 
Mbol Moraxella bovis /GATC 
GATC/ 
Ndell Neisseria denitrificans /GATC 
GATC/ 
EcoRI Escherichia coli RY 13 G/AATTC 
CTTAA/G 
EcoRIl Escherichia coli RY13 /CCWGG 
GGWCC/ 
EcoRV Escherichia coli J62/ GAT/ATC 
pGL74 CTA/TAG 
BamHI Bacillus amyloliquefa- G/GATCC 
ciens CCTAG/G 
Saul Staphylococcus CC/TNAGG 
aureus GGANT/CC 
Bali Bacillus globigii GCCNNNN/NGGC 
CGGN/NNNNCCG 
Notl Nocardia GC/GGCCGC 
otitidis-caviarum CGCCGG/CG 
Drall Deinococcus RG/GNCCY 
radiophilus YCCNG/GR 


/, Stelle, an der das Enzym schneidet. 
N, jede Base; R, ein Purin; Y ein Pyrimidin; W, A oder T. 


SSS 5: BEER 
3’ Gala = m A A { G = 1 G 5 3 Tai = ™ A \ C G m 1 A 5 
I I 
BamHI Schnitt Bolll 
5 3’ p 3' 
3' A 5 3 A 5 


Anlagerung 


ADP + Pi 


ein Stuck 


3.3 Kompatible Uberhange werden mithilfe der DNA- 
Ligase miteinander verbunden 

BamHI und Bgill produzieren die gleichen Uberhange oder 
kohäsiven Enden: einen 3’-CTAG-5’- und einen 5’-GATC-3’- 
Überhang. Diese sind zueinander komplementär, können 
Wasserstoffbrücken und daher Basenpaarungen ausbil- 
den. Die Lücken im DNA-Rückgrat werden durch die T4- 
DNA-Ligase geschlossen, die für die Katalyse der Reaktion 
ATP hydrolysiert. 
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häufigsten verwendete Ligase stammt aus dem Bak- 
teriophagen T4. Die Ligase katalysiert die Bindung 
zwischen der 3’-OH-Gruppe des einen Stranges und 
der 5’-PO,-Gruppe des anderen Stranges. Das Enzym 
ist bei überhängenden Enden viel effizienter, doch es 
vermag auch glatte Enden zu verknüpfen, wenn auch 
langsamer. (Fragmente, die ligiert werden sollen, 
werden häufig mithilfe der Agarosegelelektrophorese 
isoliert, wie oben beschrieben wurde.) 


Restriktionsenzyme sind natürlich vorkommende 
Enzyme, die eine bestimmte DNA-Sequenz erken- 
nen und das Phosphatrückgrat der DNA schneiden. 
Werden zwei DNA-Stücke mit dem gleichen Enzym 
geschnitten, haben die Enden kompatible Über- 
hänge und können durch eine Ligase wieder mitei- 
nander verbunden werden. 


Methoden zum Nachweis 
von Nucleinsäuren 


Für die DNA-Rekombinationstechnologie ist ein 
Nachweis von DNA essenziell. Eine der einfachsten 
Möglichkeiten, die DNA- oder RNA-Konzentration 
einer Lösung zu bestimmen, ist die Messung der Ab- 


erstreut liegende freie Basen 
absorbieren stärker 


Z 
Nuclein- 
säure- 
u. 


3.4 Bestimmung der DNA-Konzentration 


sorption von ultraviolettem Licht (Abb. 3.4). DNA, 
RNA und freie Nucleotide absorbieren über die Ring- 
strukturen ihrer Basen UV-Licht. Bei einzelsträngiger 
RNA und freien Nucleotiden ist die Absorption sogar 
stärker als bei DNA, da ihre Struktur lockerer ist. Die 
Stärke der Absorption wird mit der eines bekann- 
ten Standards verglichen und die Konzentration der 
DNA lässt sich errechnen. 


Die DNA-Konzentration in einer Flüssigkeit lässt 
sich durch die Messung der UV-Absorption bei 
260 nm bestimmen. 


Radioaktive Markierung 
von Nucleinsäuren 
und Autoradiographie 


Die Absorption von UV-Licht ist eine allgemeine 
Methode für den Nachweis von DNA, doch sie un- 
terscheidet nicht zwischen unterschiedlichen DNA- 
Molekülen. DNA lässt sich auch mithilfe von ra- 
dioaktiven Isotopen nachweisen (Abb. 3.5). Während 
der Replikation können radioaktive Isotope wie *P 
in Form einer Phosphatgruppe und *°S in Form ei- 
nes Phosphorthioats in die DNA eingebaut werden. 
Da native DNA keine Schwefelatome enthält, wird 


A260nm 


0,75 


0,5 


a Alle Nucleinsäuren absorbieren UV-Licht über die aromatischen 9,25 e 
Ringe ihrer Basen. Sind die Nucleotide gestapelt (links), dann ist 
die Absorption aufgrund der regelmaBigen Anordnung geringer als 
wenn die Basen verstreut sind (rechts). b Die DNA-Konzentration 
12,5 25 37,5 50 


einer Lösung lässt sich durch die Messung der Absorption von 

UV-Licht bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmen. Die Auftragung der Ab- 
sorption gegen die Konzentration zeigt eine lineare Beziehung. Die Konzentration 
in einer unbekannten Probe kann man durch die Messung der Absorption bei 
260 nm und einer anschließenden Extrapolation der Konzentration ermitteln. 


DNA-Konzentration 
ug/ml 
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Exkurs 3.1 


Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus, 
um Individuen zu identifizieren 


Restriktionsenzyme sind für viele Anwendungen sehr 
nützlich. Weil sich die DNA-Sequenz von Organismus 
zu Organismus unterscheidet, sind auch die Muster der 
Restriktionsschnittstellen unterschiedlich. Durch dieses 
Muster lässt sich die Quelle einer isolierten DNA eindeu- 
tig bestimmen. Wird genomische DNA eines Organismus 
isoliert und mit einem bestimmten Restriktionsenzym ge- 
schnitten, entsteht ein spezifischer Satz an Fragmenten, 
der sich elektrophoretisch trennen und sichtbar machen 
lässt. Wird die DNA eines anderen Organismus mit den 


Schnittstelle Schnittstelle 


Schnittstelle 


gleichen Enzym geschnitten, entsteht ein anderer spezi- 
fischer Satz an Fragmenten. Dieses Verfahren kann für 
die DNA von zwei Individuen derselben Art angewendet 
werden. Obwohl in einem solchen Fall die Unterschiede 
in der DNA-Sequenz gering sind, vermögen Restrikti- 
onsenzyme diese Unterschiede dennoch aufzudecken. 
Unterscheidet sich die DNA-Sequenz innerhalb einer 
Erkennungsstelle für ein Restriktionsenzym, dann ergibt 
sich ein Restriktionsfragment-Längenpolymorphis- 
mus (RFLP; Abb.). 


Schnittstelle Schnittstelle 


Schnitt durch ein Enzym 


zwei 
DNA-Moleküle 
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mutierte Schnittstelle 


RFLP-Analyse 

Die DNA verwandter Organismen weist 
kleine Sequenzunterschiede auf, die 
zu Veränderungen der Restriktions- 
schnittstellen führen. In den abgebil- 
deten Beispielen ergibt die Spaltung 
eines DNA-Segments des ersten Orga- 
nismus sechs Fragmente unterschied- 
licher Größe (mit a-f gekennzeichnet). 
Wird die gleiche, jedoch aus einem 
anderen Organismus stammende 
DNA-Region mit dem gleichen Enzym 
geschnitten, dann ist ein ähnliches 
Muster zu erwarten. Die beiden DNA- 
Sequenzen unterscheiden sich hier nur 
in einem einzigen Nucleotid, wodurch 
eine der Schnittstellen zerstört wird. 
Bei der Spaltung dieser DNA entstehen 
daher nur fünf Fragmente; die Frag- 
mente c und d treten nicht auf, statt- 
dessen ist eine neue Bande zu sehen, 
die mit cd gekennzeichnet ist. 
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3.5 Radioaktiv markierte DNA 
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35S-markierte DNA 


DNA kann in Anwesenheit von radioaktiv markierten Vorstufen synthetisiert werden. Diese Nucleotide sind mit °2P (statt 
des nichtradioaktiven *'P-Phosphors) oder mit 35S (statt eines Sauerstoffatoms) im Zucker-Phosphat-Rückgrat markiert. 


beim Phosphorthioat eines der Sauerstoffatome der 
Phosphatgruppe durch Schwefel ersetzt. Die meisten 
in Labors verwendeten Radionuklide sind kurzlebig. 
*°P besitzt eine Halbwertszeit von 14 Tagen und bei 
33S sind es 68 Tage. Die Isotope zerfallen also schnell. 
Radioaktive DNA ist zwar nicht sichtbar, ein Rönt- 
genfilm wird durch sie jedoch geschwärzt. Man be- 
zeichnet radioaktive DNA als „heiß“, nichtmarkierte 
dagegen als „kalt“. 

Die radioaktiven Nucleotidvorstufen können zu 
einer schnell wachsenden Bakterienkultur gegeben 
werden. Während der Replikation werden die Vor- 
läufermoleküle in die neue DNA eingebaut (s. Kap. 4). 
Die DNA wird aus den Bakterien isoliert, über ein 
Gel aufgetrennt, und mithilfe der Autoradiogra- 
phie lässt sich die Position der radioaktiv markierten 
DNA im Gel bestimmen (Abb. 3.6). Ist das Gel dünn 
wie die meisten Polyacrylamidgele, wird es unter 
Wärmezufuhr und im Vakuum getrocknet. Ist das 
Gel jedoch dick wie Agarosegele, dann wird die DNA 
mithilfe von Kapillarkräften auf eine Nylonmembran 
übertragen (s. Abb. 3.10). Auf das getrocknete Gel 
bzw. die Nylonmembran wird ein Röntgenfilm ge- 
legt, der durch den radioaktiven Zerfall des Isotops 
in den Bereichen geschwärzt wird, die sich nahe 
der radioaktiven Markierung befinden. Mithilfe des 


Films lässt sich die heiße DNA im Gel nachweisen. 
Eine Färbung mit Ethidiumbromid zeigt dagegen die 
Position der gesamten DNA, unabhängig davon, ob 
sie heiß oder kalt ist. Durch diese beiden Verfahren 
ist es möglich, DNA-Fragmente zu unterscheiden. 

Radioaktive DNA lässt sich auch über Szintilla- 
tionszählung nachweisen. Hierfür wird eine kleine 
Probe der radioaktiven DNA mit Szintillationsflüssig- 
keit gemischt. Beim Zerfall der radioaktiven Isotope 
wird eine ß-Strahlung frei, wodurch die Szintillati- 
onsflüssigkeit angeregt und Licht emittiert wird. Der 
Szintillationszähler detektiert und zählt die Lichtblitze 
mithilfe einer Photozelle über einen bestimmten Zeit- 
raum. Die Konzentration an radioaktiver DNA kann 
durch einen Vergleich mit bekannten Standards er- 
mittelt werden. Die Szintillationszählung kann aller- 
dings weder nichtmarkierte, kalte DNA nachweisen 
noch zwischen vielen Fragmenten markierter, heißer 
DNA unterscheiden; es wird ausschließlich die ge- 
samte Radioaktivität in der Probe gemessen. 


Während der Replikation werden radioaktive Iso- 
tope in die DNA eingebaut. Die Stärke der radioak- 
tiven Markierung lässt sich mithilfe von Autoradio- 
graphie oder Szintillationszählung bestimmen. 
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Gel mit radioaktiv 
markierten jedoch 
unsichtbaren DNA-Banden 


3.6 Autoradiographie 


der Film wird auf das Gel gelegt, 
im Dunkeln exponiert und dann entwickelt 


Autoradiographie 


Film 


der Film zeigt die 
Lage der Banden 


Ein Gel, das radioaktive DNA (oder RNA) enthält, wird getrocknet und ein Röntgenfilm aufgelegt. Beides wird in einer 
lichtundurchlässigen Filmkassette verschlossen. Nach einiger Zeit (Stunden oder Tagen) wird der Film entwickelt. Er zeigt 
an den Stellen, an denen sich im Gel die radioaktive DNA befunden hat, dunkle Banden. 


Nachweis von Nucleinsäuren 
mithilfe von Fluoreszenz 


Autoradiographie hat ihre Vorteile, doch die Arbeit 
mit ihr und die Beseitigung des radioaktiven Abfalls 
ist aufwendig, sowohl finanziell als auch hinsichtlich 
des Umweltschutzes. Die Verwendung von fluores- 
zenzmarkierten Nucleotiden ist für den Nachweis 
von DNA eine geeignetere Methode (Abb. 3.7). Die 
fluoreszierenden Markermoleküle absorbieren Licht 
einer bestimmten Wellenlänge, das Atome anregt 
und den Energiezustand der Markermoleküle verän- 
dert. Bei der Rückkehr dieser angeregten Moleküle 
in den Grundzustand emittieren die Moleküle ein 
Photon einer anderen (größeren) Wellenlänge. Das 
emittierte Photon wird über einen Photodetektor 
nachgewiesen. Es gibt viele verschiedene fluores- 
zierende Markermoleküle, und jedes emittiert Licht 
einer anderen Wellenlänge. Einige Photodetektor- 
systeme sind ausreichend sensitiv, um zwischen den 
unterschiedlichen Markern unterscheiden zu kön- 
nen. Tragen beispielsweise die verschiedenen Basen 
unterschiedliche Markierungen, kann ein solcher 
Detektor feststellen, um welche Base es sich handelt. 
Auf der Grundlage dieses Prinzips funktionieren 


die meisten heutigen DNA-Sequenzierautomaten 
(s. Kap. 4). 


Mithilfe von fluoreszenzmarkierten Nucleotiden 
lassen sich Fluoreszenzmarker während der Repli- 
kation in die DNA einbauen. 


Chemische Markierung mit 
Biotin und Digoxigenin 


Biotin ist ein Vitamin und Digoxigenin ein Steroid 
aus dem Fingerhut. Mithilfe dieser beiden Verbin- 
dungen ist es möglich, DNA nichtradioaktiv zu mar- 
kieren und ohne kostspielige Photodetektoren nach- 
zuweisen. Biotin oder Digoxigenin werden chemisch 
an Uracil gekoppelt; die DNA muss daher in vitro, wie 
in Kapitel 4 beschrieben, mit dem markierten Uracil 
anstatt mit Thymin synthetisiert werden. Für die 
Synthese notwendig sind eine einzelsträngige DNA- 
Matrize, die DNA-Polymerase, ein kurzer DNA-Pri- 
mer und ein Gemisch aus dATP, dGTP, dCTP und 
dUTP, an das entweder Biotin oder Digoxigenin ge- 
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a Fluoreszenzmarkierung der DNA 


Anregung 


Lichtstrahl 


3.7 Fluoreszenzmarkierung von DNA 


b Energiezustände bei der Fluoreszenz 


S,' angeregter Zustand 


angeregter Zustand 


Ents 
Pan N 
Ung 


v 
4 Anregung Fluoreszenz 
AT (Photon mit (Photon mit 
niedrigerer größerer 
Wellenlänge) Wellenlänge) 
Sọ Grundzustand 


a Fluoreszenzmarkierung von DNA. Während der Synthese wird ein Nucleotid, an das ein Fluoreszenzmarker gebunden 
ist, am 3’-Ende der DNA eingebaut. Ein Photon regt das fluoreszierende Molekül an, das anschließend Licht einer größe- 
ren Wellenlänge abgibt. b Die Energiezustände bei Fluoreszenz. Das mit der DNA verknüpfte fluoreszierende Molekül hat 
drei unterschiedliche Energiezustande, S,, Sý und S,. Der Sọ- oder Grundzustand ist der Zustand vor der Bestrahlung mit 
Licht. Trifft ein Photon auf das fluoreszierende Molekül, dann absorbiert das Molekül die Energie und erreicht den ersten 
angeregten Zustand S;. Zwischen Sý und S, entspannt das Molekül leicht, doch es emittiert kein Licht. Schließlich setzt 
der energiereiche Zustand seine Energie durch Emission eines Photons größerer Wellenlänge frei. Dadurch kehrt das Mar- 


kermolekül in seinen Grundzustand zurück. 


koppelt ist. Die DNA-Polymerase synthetisiert den 
zur Matrize komplementären Strang und baut dabei 
das biotin- bzw. digoxigeningekoppelte Uracil gegen- 
über von allen Adeninen ein. 

Die markierte DNA wird in einem zweistufigen 
Verfahren sichtbar gemacht (Abb. 3.8). Wurde Biotin 
als Marker verwendet, dann bindet zunächst Avidin 
an das Markermolekül, bei Digoxigenin ist es ein 
spezifischer Antikörper, der an das Digoxigeninmo- 
lekül bindet. Sowohl Avidin als auch der Antikörper 
sind mit einer Alkalischen Phosphatase konjugiert, 
ein Enzym, das von Substraten Phosphat abspaltet. 
Als Substrat für die Alkalische Phosphatase dient 
eine Reihe verschiedener chromogener Moleküle, 
von denen eines X-Phos ist. Hat das Enzym die 
Phosphatgruppe von X-Phos entfernt, reagiert das 
entstandene Produkt mit Sauerstoff und es entsteht 
ein Präzipitat, dessen blaue Farbe die Position der 
markierten DNA anzeigt. Ein weiteres Substrat der 
Alkalischen Phosphatase ist Lumi-Phos, ein Chemi- 
lumineszenzfarbstoff, der sichtbares Licht abstrahlt, 
wenn ein Phosphatmolekül entfernt wird. Wie bei 
der Autoradiographie wird auch hier ein Röntgen- 
film über die mit Lumi-Phos behandelte, markierte 
DNA gelegt. Nach der Filmentwicklung erscheinen 


dort dunkle Banden, wo sich die markierte DNA 
befunden hat. 


Biotin- und digoxigeninmarkierte DNA wird mithilfe 
von Avidin bzw. einem Antikörper gegen Digoxige- 
nin nachgewiesen. Avidin bzw. der Antikörper sind 
mit der Alkalischen Phosphatase konjugiert, die mit 
X-Phos zu einem blauen Präzipitat oder mit Lumi- 
Phos unter Lichtemission reagiert. Jede der Metho- 
den ist geeignet, um markierte DNA nachzuweisen, 
zu quantifizieren oder zu lokalisieren. 


Komplementäre Stränge 
trennen sich und lagern 
sich wieder zusammen 


Die komplementären, antiparallel verlaufenden DNA- 
Stränge bilden ein Molekül, dessen Einzelstränge sich 
trennen (schmelzen) und wieder aneinanderlagern 
können (Abb. 3.9). Die Wasserstoffbrücken, die beide 
Stränge zusammenhalten, sind relativ schwach. Das 


Komplementäre Stränge trennen sich und lagern sich wieder zusammen 
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Biotin- 
markierung 


nächstes 
Nucleotid 


nächstes 
Nucleotid 


3.8 Markierung und Nachweis von DNA mit Biotin 


Vorstufe des 


Alkalische 
Phosphatase 


Phosphat 
Farbstoffes 


L- | 


X-Phos 


@+0, 


blauer Farbstoff 


DNA kann in vitro mit einem Uracilnucleotid synthetisiert werden, an das ein Biotinmolekül gekoppelt ist. Das Biotin lässt 
sich durch die Zugabe eines Avidin/Alkalische Phosphatase-Konjugates sichtbar machen. Avidin bindet an Biotin und die 
Alkalische Phosphatase entfernt Phosphat von X-Phos (oder anderen Substraten), wodurch ein blauer Farbstoff entsteht. 
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3.9 Durch Warmezufuhr schmilzt DNA, in der Kälte lagert sie sich wieder zusammen 
Wasserstoffbrücken lösen sich durch Wärmezufuhr leicht, wobei die beiden Stränge getrennt werden, aber intakt bleiben. 
Kehrt die Temperatur wieder auf den Normalwert zurück, bilden sich die Wasserstoffbrücken wieder. 


Erwärmen einer DNA-Probe löst diese Bindungen, 
wodurch zwei komplementäre Einzelstränge entste- 
hen. Wird die DNA-Probe langsam wieder abge- 
kühlt, lagern sich beide Stränge erneut aneinander, 
sodass G wie zuvor mit C paart und A mit T. 

Der Anteil an G-C-Basenpaaren beeinflusst die 
Temperatur, die erforderlich ist, um die DNA-Dop- 
pelhelix zu schmelzen. G-C-Basenpaare haben drei 
Wasserstoffbrücken, die geschmolzen werden müs- 
sen, bei A-T sind es nur zwei. Um DNA mit einem 


höheren Anteil an G-C-Basenpaaren zu trennen, ist 
daher mehr Energie erforderlich als bei DNA mit ei- 
nem geringeren GC-Anteil. Das GC-Verhältnis wird 
wie folgt definiert: 


G+C 
A+G+C+T 
DNA-Strange trennen und wieder verbinden zu kén- 


nen ist fiir die Zellfunktion wichtig und wird auch 
fiir die Biotechnologie genutzt. Replikation (s. Kap. 4) 


x 100% 
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und Transkription (s. Kap. 2) beruhen auf einer Tren- 
nung der DNA-Doppelhelix. Viele Methoden der 
Molekularbiologie, angefangen von der PCR bis hin 
zum Screening von Bibliotheken, machen sich die 
komplementäre Struktur der DNA-Stränge zunutze. 


Die komplementären DNA-Stränge lassen sich 
durch Wärmezufuhr leicht trennen, sie lagern 
sich spontan wieder zusammen, wenn das DNA- 
Gemisch abkühlt. 


Hybridisierung von DNA 
oder RNA in Southern- und 
Northern-Blots 


Werden zwei verschiedene DNA-Doppelhelices ge- 
schmolzen, können die beiden Einzelstränge vor dem 
Abkühlen und der Aneinanderlagerung vermischt 
werden. Haben die beiden ursprünglichen DNA- 
Moleküle ähnliche Sequenzen, dann ist es möglich, 
dass sich ein Einzelstrang des einen DNA-Moleküls 
an den entgegengesetzten Strang des anderen DNA- 
Moleküls lagert. Diesen Vorgang bezeichnet man als 


Hybridisierung. Sie kann eingesetzt werden, um die 
Ähnlichkeit von Sequenzen zweier verschiedener 
DNA- bzw. RNA-Proben festzustellen. In Hybridi- 
sierungsexperimenten bezieht sich der Begriff „Son- 
denmolekül“ auf eine bekannte DNA-Sequenz oder 
ein Gen, das eingesetzt wird, um die Probe bzw. die 
Ziel-DNA auf ähnliche Sequenzen zu testen. 
Southern-Blots werden eingesetzt, um zu bestim- 
men, wie sehr die DNA-Sequenzen einer Quelle den 
DNA-Sequenzen einer anderen Quelle ähneln. Durch 
Vermischen der DNA-Moleküle aus beiden Quellen 
entstehen dabei Hybrid-DNA-Molekiile. Ein Southern- 
Blot besteht aus zwei Komponenten: der Sondense- 
quenz (z.B. ein bekanntes Gen aus einem Organismus) 
und der Ziel-DNA (häufig aus einem anderen Organis- 
mus). Ein typischer Southern-Blot beginnt mit der Iso- 
lierung der Ziel-DNA aus dem einen Organismus. Es 
schließt sich eine Spaltung mit einem Restriktionsen- 
zym an, wodurch Fragmente mit einer Größe von 500 
bis 10000 bp entstehen, gefolgt von der Auftrennung 
der Fragmente mithilfe der Gelelektrophorese. Die ge- 
trennten Fragmente sind doppelsträngig, doch wenn 
das Gel in einer starken Säure inkubiert wird, trennt 
sich die DNA in ihre Einzelstränge. Durch Kapillar- 
kräfte lassen sich die Einzelstränge auf eine Membran 
übertragen (Blotting; Abb. 3.10). Einmal an die Mem- 
bran gebunden, bleibt die DNA dann einzelsträngig. 


Gewicht, um den 
en Kontakt sicherzustellen 


Stapel aus saug- 
fähigem Papier 


Filterpapier 


3.10 DNA wird durch Kapillarkräfte auf eine Membran übertragen 

Aus einem Gel wird einzelsträngige DNA auf eine Membran übertragen. Das Filterpapier saugt den Puffer aus dem Tank 
an, der Puffer strömt durch Gel und Membran bis in einen Stapel saugfähiges Papier. Mit dem Pufferstrom bewegt sich 
auch die einzelsträngige DNA aus dem Gel und heftet sich an die Membran. Das Gewicht stellt den Kontakt zwischen 
Membran und Gel sicher und unterstützt das Ansaugen des Puffers aus dem Tank. 
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Als nächstes wird die Sonde hergestellt. Zuerst 
muss eine bekannte Sequenz oder ein Gen isoliert 
und markiert werden (s.oben). Die Identifizierung 
von Genen ist viel einfacher geworden, seitdem viele 
Genome vollständig sequenziert sind. So ist es mitt- 
lerweile kein Problem mehr, die Kopie eines mensch- 
lichen Gens zu erzeugen, um sie als Sonde für die 
Suche nach ähnlichen Genen in anderen Organismen 
einzusetzen. Auch lassen sich die Sequenzdaten zur 
Herstellung einer Oligonucleotidsonde verwenden, 
die nur das interessierende Gen erkennt (s. Kap. 4). 
Kommt die Sequenz des Oligonucleotids häufig vor, 
dann ergeben sich viele Bindungsstellen. Die Oli- 
gonucleotidsonden müssen daher ausreichend lang 
sein, damit sie nur mit einer (oder sehr wenigen) 
Zielsequenz(en) im Zielgenom hybridisieren. Die 
DNA-Sonden für einen Southern-Blot werden ra- 
dioaktiv, mit Biotin oder mit Digoxigenin markiert 
(s.oben). Die markierte DNA wird anschließend 
bei hohen Temperaturen denaturiert, sodass Ein- 
zelstränge entstehen. (Synthetische Oligonucleotide 
sind bereits einzelsträngig.) 

Für den Southern-Blot wird die einzelsträn- 
gige Sonde mit der Membran inkubiert, auf der die 
einzelsträngigen DNA-Zielsequenzen fixiert sind 
(Abb. 3.11). Die Inkubation erfolgt bei einer Tempe- 
ratur, bei der sich Hybrid-DNA-Stränge zwar bilden 
können, die Anzahl von Fehlpaarungen aber ge- 
ring ist. Abhängig davon, wie spezifisch eine solche 
Hybridisierung sein soll, kann die Temperatur und 
daher auch das Ausmaß der Fehlpaarungen vari- 
iert werden. Wurde die Sonde radioaktiv markiert, 
wird anschließend ein Röntgenfilm auf die Mem- 


bran gelegt. Wurde die Sonde dagegen mit Biotin 
oder Digoxigenin markiert, muss die Membran vor 
dem Auflegen des Films zunächst mit einem Che- 
milumineszenzsubstrat behandelt werden. Schwarze 
Banden auf dem Film repräsentieren die Stellen, an 
denen Fragmente mit einer zur Sonde ähnlichen 
Sequenz auf der Membran fixiert sind. Biotin- oder 
Digoxigeninmarkierungen können auch durch eine 
Behandlung der Membran mit einem chromogenen 
Substrat sichtbar gemacht werden. In diesem Fall bil- 
den sich direkt auf der Membran an den Stellen mit 
sondenähnlichen Sequenzen blaue Banden. 

Auch Northern-Blots beruhen auf der Hybridi- 
sierung von Nucleinsäuren. In einem Northern-Blot 
ist jedoch RNA als Zielmolekül auf der Membran 
fixiert. Die Sonde für einen Northern-Blot ist wie bei 
einem Southern-Blot entweder ein Fragment eines 
Gens oder ein Oligonucleotid. Die Ziel-RNA ist in 
der Regel mRNA. In Eukaryoten ist das Screening 
von mRNA effizienter, weil genomische DNA viele 
Introns besitzt, die mit der Sonde in Wechselwirkung 
treten könnten. Außerdem ist mRNA bereits ein- 
zelsträngig, sodass das Agarosegel vor dem Blotting 
nicht mit einer starken Säure behandelt werden muss. 
Wie bei einem Southern-Blot beginnt ein Northern- 
Blot mit der elektrophoretischen Auftrennung der 
mRNA nach ihrer Größe. Die mRNA wird auf eine 
Nylonmembran übertragen und diese dann mit einer 
einzelsträngigen, markierten Sonde inkubiert. Die 
Sonde kann ebenfalls mit Biotin, Digoxigenin oder 
radioaktiv markiert sein. Die Membran wird weiter- 
behandelt und dann ein Röntgenfilm aufgelegt oder 
ein chromogenes Substrat zugegeben. 
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3.11 Durch die Bildung von Hybrid-DNA-Molekülen im Southern-Blot lassen sich ähnliche Sequenzen nachweisen 
Für das Southern-Blotting muss die Ziel-DNA in kleine Fragmente geschnitten und diese in einem Agarosegel aufgetrennt 
werden. Die Fragmente werden chemisch denaturiert, damit Einzelstränge entstehen, die anschließend auf eine Nylon- 
membran übertragen werden. Eine ebenfalls einzelsträngige radioaktive Sonde wird mit der Membran bei einer Tempe- 
ratur inkubiert, die die Bildung von Hybriden (mit einigen wenigen Fehlpaarungen) erlaubt. Die Position der radioaktiven 
Hybridmoleküle wird durch das Auflegen eines Röntgenfilms und die anschließende Entwicklung sichtbar gemacht. 
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3.12 Dot-Blot 
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Bei einem Dot-Blot werden die DNA- oder die RNA-Proben punktförmig, häufig auch in verschiedenen Konzentrationen 
direkt nebeneinander, auf eine Nylonmembran aufgetragen. Die Membran wird mit der radioaktiven Sonde inkubiert und 
dann ein Röntgenfilm aufgelegt. Die Proben, die zur Sonde komplementäre DNA oder RNA enthalten, sind auf dem Film 


als schwarzer Punkt sichtbar. 


Eine Variante dieser Hybridisierungsmethode ist 
der Dot-Blot (Abb. 3.12). Hier werden die Kom- 
ponenten in der Probe nicht nach ihrer Größe auf- 
getrennt, sondern DNA oder mRNA punktförmig 
auf die Nylonmembran aufgetragen. Wie bei einem 
Southern-Blot muss eine DNA-Probe einzelsträngig 
gemacht werden, bevor sie auf der Membran fi- 
xiert wird. Auch die Dot-Blot-Membran wird mit 
der markierten Sonde inkubiert. Es folgen die übli- 
chen Schritte bis zum Auflegen des Films. Enthält 
die fixierte DNA oder mRNA eine sondenähnliche 
Sequenz, dann wird der Film an dieser Stelle ge- 
schwärzt. Dot-Blots sind schnell durchführbar und 
mit ihrer Hilfe lässt sich vor einer ausführlicheren 
Analyse mittels Southern- oder Northern-Blot leicht 
ermitteln, ob die Probe eine sondenähnliche Sequenz 
enthält. Ein weiterer Vorteil von Dot-Blots ist, dass 
viele Proben gleichzeitig, aber mit einem geringeren 
Platzbedarf analysiert werden können. 


In Southern-Blots bilden sich Hybrid-DNA-Moleküle, 
die anzeigen, ob sich in einer DNA-Probe eine zu 
einer anderen DNA-Probe homologe Sequenz be- 
findet. 

Mithilfe von Northern-Blots lässt sich ermitteln, 
ob eine mRNA-Probe eine zu einer DNA-Probe 
homologe Sequenz besitzt. Bei großen Genomen 
ist die Verwendung von mRNA effizienter, weil die 
Introns bereits entfernt sind. 


Fluoreszenz-in situ- 
Hybridisierung (FISH) 


Die bislang besprochenen Hybridisierungsmetho- 
den beruhen auf gereinigter DNA oder RNA, die 
mithilfe eines Agarosegels nach Größe aufgetrennt 
wurden. Bei der Fluoreszenz-in situ-Hybridisie- 
rung (FISH) wird die Sonde jedoch mit der in 
der Zelle vorhandenen DNA bzw. RNA inkubiert. 
Wie bereits beschrieben ist die Sonde ein kleines 
DNA-Fragment, das z.B. mit Fluoreszenzmarkern 
markiert wurde, um es sichtbar zu machen. Die 
Ziel-DNA oder -RNA ist in der Zelle lokalisiert, was 
eine spezielle Vorbereitung erfordert. Die Zielzellen 
können Ultradünnschnitte eines Gewebes aus ei- 
nem bestimmten Organismus sein. In einer Biopsie 
wird z.B. eine Gewebeprobe für die Untersuchung 
entnommen. Dieses Gewebe wird fixiert und dann 
in sehr dünne Scheiben geschnitten, die unter dem 
Mikroskop untersucht werden. Diese Schnitte las- 
sen sich auch einsetzen, um mithilfe von FISH 
die Anwesenheit eines Gens zu überprüfen. Säu- 
ger- oder Insektenzellkulturen können ebenfalls als 
Zielzellen für FISH dienen (s. Kap. 1). Auch kann 
Blut abgenommen und die weißen Blutkörperchen 
isoliert werden. (Anmerkung: Rote Blutkörperchen 
enthalten keinen Zellkern und daher keine DNA.) 
Chromosomen aus weißen Blutkörperchen können 
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Exkurs 3.2 


Ein Zoo-Blot vergleicht Sequenzen zwischen 


unterschiedlichen Spezies 


Southern-Blots werden für eine Reihe von Experimen- 
ten verwendet. Wird DNA aus verschiedenen Organismen 
nach einer Sequenz durchsucht, die einer Sondensequenz 
des Menschen ähnlich ist, bezeichnet man den Southern- 
Blot als Zoo-Blot. Je enger verwandt die Organismen sind, 
umso wahrscheinlicher ist es, eine ähnliche Sequenz zu 
finden. Stammt die menschliche Sequenz z.B. von einem 
Hämoglobingen, dann zeigen die Ergebnisse ähnliche Se- 
quenzen beim Schimpansen, Pferd und Schwein, nicht 


Ratte Kuh Hund Mensch 


Probe stammt aus einem 
nichtcodierenden Bereich; sie 
hybridisiert nur mit sich selbst 


Zoo-Blot 


Gel- 
taschen 


jedoch bei Hefe oder Bakterien. Eine der interessantesten 
Anwendungen von Zoo-Blots ist, nichtcodierende DNA 
mit codierender DNA zu testen (Abb.). Die Sequenzen 
nichtcodierender DNA verändern sich im Vergleich zu 
codierenden schnell. Daher stammt eine Sonde, die geno- 
mische DNA aus vielen verschiedenen, aber verwandten 
Organismen nachweisen soll, in der Regel aus einem co- 
dierenden Bereich. Ist die Sondensequenz dagegen eine 
nichtcodierende DNA, dann hybridisiert sie nur selten. 


Ratte Kuh Hund Mensch 


Probe ist eine codierende 
DNA; alle Spezies haben 
eine ähnliche Sequenz 


Eine spezielle Form des Southern-Blotting ist das Zoo-Blotting, das auch eingesetzt wird, um codierende von 


nichtcodierenden DNA-Bereichen zu unterscheiden. Die Ziel-DNA umfasst mehrere Proben genomischer DNA aus 
verschiedenen Tieren, daher die Bezeichnung „Zoo“. Die Sonde ist ein Segment menschlicher DNA, das möglicher- 
weise aus einem codierenden Bereich stammt. Da die Basensequenzen einer nichtcodierenden DNA im Vergleich 
zu denen eines codierenden Bereichs relativ schnell mutieren, stammt eine Sonde, die an genomische DNA vieler 
unterschiedlicher Organismen bindet, in der Regel aus einer codierenden Region. Auf der linken Seite hybridisiert 
die Sonde nur mit der menschlichen DNA; daher stammt sie wahrscheinlich aus einer nichtcodierenden Region. Im 
Beispiel rechts bindet die Sonde an ähnliche Sequenzen aus anderen Tieren; daher stammt sie wahrscheinlich aus 
einem codierenden Bereich. 


Chromosom anhand der Fluoreszenz ermitteln. Ab- 
bildung 3.13 zeigt eine FISH-Analyse des RUNX1- 
Gens. Bei bestimmten Formen der akuten lympha- 


sowohl in der Interphase, also ausgebreitet, vor- 
liegen, als auch in der Metaphase, in der sie stark 
kondensiert sind. 


Unabhängig davon, ob die Ziel-DNA aus Blut, 
Zellkulturen oder frischen Gewebeschnitten stammt, 
müssen die Zellen erhitzt werden, um die DNA zu 
denaturieren. Ist jedoch RNA das Zielmolekül, dann 
ist eine Denaturierung nicht erforderlich. Die flu- 
oreszenzmarkierte Sonde hybridisiert mit komple- 
mentären DNA- bzw. RNA-Sequenzen, und wenn 
die Zellen mit einer geeigneten Wellenlänge bestrahlt 
werden, lässt sich die Position der Sonde auf dem 


tischen Leukämie beim Menschen tritt dieses Gen 
wegen einer Polysomie (d.h. vielfache Kopien) des 
Chromosoms 21 mehrfach auf. 


FISH ist eine Methode, bei der Zellen, deren DNA 

durch Wärme denaturiert wurde, mit einer markier- 
ten Sonde inkubiert werden. Die Sonde hybridisiert 
mit homologen Sequenzen auf den Chromosomen. 
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3.13 Genlokalisierung auf Chromosomen mithilfe von FISH 

a und b FISH von Zellkernen in der Interphase mit einer zweifarbigen DNA-Sonde, RUNXT (= AMLT) ist rot dargestellt und 
TEL (Telomerase) grün. a Patient 1 zeigt viele RUNXT-Signale, doch fehlt ein TEL-Signal (Pfeil). b Patient 2 hat ebenfalls 
zusätzliche Kopien von RUNXT, aber zwei normale TEL-Signale (Pfeile). c Eine partielle GTG-Bänderung und das CGH-Profil 
von Chromosom 21 beider Patienten zeigen, dass der Schwellenwert für die Kopienzahl für die 2 1q22-Region, in der RUNX1 
liegt, überschritten wird. Aus: Garcia-Casado et al. (2006) High level amplification of the RUNXT gene in two cases of child- 
hood acute Iymphoblastic leukemia. Cancer Genet Cytogenet 170: 171-174. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung. 


Exkurs 3.3 


Die Entdeckung rekombinanter DNA 


Im Jahr 1972 trafen sich zwei Wissenschaftler bei einer 
Konferenz auf Hawaii, um über Plasmide, die kleinen ex- 
trachromosomalen DNA-Ringe in Bakterien, zu diskutieren. 
Herbert W. Boyer, PhD, war Fakultätsmitglied an der Uni- 
versity of California, San Diego, und erforschte damals Res- 
triktions- und Modifikationsenzyme. Er hatte soeben seine 
an E. coli gewonnenen Ergebnisse präsentiert. Stanley N. 
Cohen, MD, war Fakultätsmitglied in Stanford und wid- 
mete sich in seinen Forschungen der Frage, wie Plasmide 
Resistenz gegenüber verschiedenen Antibiotika vermitteln. 
In seinem Labor war die Methode der Transformation von 
E. coli mithilfe von Calciumchlorid, das die Zellwand durch- 
lässig macht, sehr gut etabliert. Nach den Vorträgen trafen 
sich die beiden Forscher und sprachen über ihre Ideen. 
Sie isolierten unterschiedliche DNA-Fragmente aus 
Tieren, anderen Bakterien und Viren und ligierten sie 


mithilfe von Restriktionsenzymen in ein kleines Plasmid 
aus E. coli. Dieses war die erste jemals hergestellte 
rekombinante DNA. Schließlich schleusten sie das gen- 
technisch veränderte Plasmid wieder in E. coli ein. Die 
Zellen exprimierten die normalen Gene auf dem Plasmid 
wie auch die künstlich in das Plasmid eingefügten. Dies 
revolutionierte die Gentechnik, und seitdem hat jedes 
biotechnologisch arbeitende Labor mindestens eine Va- 
riante dieses Verfahrens angewendet. Boyer und Cohen 
meldeten ein Patent für die DNA-Rekombinationstechno- 
logie an. Und tatsächlich gründete Boyer zusammen mit 
Robert Swanson, einem Investor, die Firma Genentech. 
Genentech ist eines der ersten Biotechnologieunterneh- 
men in den Vereinigten Staaten und produzierte unter 
der Leitung von Boyer und Swanson humanes Somato- 
statin in E. coli. 
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Allgemeine Merkmale 
von Klonierungsvektoren 


Klonierungsvektoren sind spezialisierte Plasmide 
(oder andere genetische Elemente), die ein Stück 
Fremd-DNA enthalten, welches weiter untersucht 
oder verändert werden soll. Anzahl und Varianten 
der für die Klonierung verfügbaren Plasmide haben 
immer weiter zugenommen. Außerdem werden heut- 
zutage andere DNA-Elemente wie Viren und künstli- 
che Chromosomen eingesetzt. Ist ein DNA-Fragment 
kloniert und in einen geeigneten Vektor eingefügt, 
lassen sich große Mengen an DNA herstellen - deren 
Sequenz kann bestimmt und die enthaltenen Gene 
können in anderen Organismen exprimiert werden. 
Die Untersuchung humaner Gene im Menschen 
selbst ist aufgrund der ethischen Beschränkungen 
nahezu unmöglich. Eine Expression dieser Gene in 
Bakterien liefert hingegen nützliche Informationen, 
die sich häufig auf den Menschen übertragen lassen. 
Die moderne Biotechnologie hängt von der Fähigkeit 
ab, Fremdgene in Modellorganismen exprimieren zu 
können. Bevor wir betrachten, wie ein Gen kloniert 
wird, behandeln wir die Eigenschaften von Vektoren. 


Nützliche Eigenschaften 
von Klonierungsvektoren 


Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von spezialisierten 

Vektoren, wobei die meisten der heutigen Plasmide 

folgende Eigenschaften besitzen. Der Umgang mit 

ihnen wird dadurch stark vereinfacht: 

e Geringe Größe, sodass sie sich einfach manipulie- 
ren lassen, wenn sie einmal isoliert sind, 

e Leicht von einer Zelle auf eine andere zu übertra- 
gen (in der Regel durch Transformation), 
Leicht aus dem Wirtsorganismus zu isolieren, 
Leicht nachzuweisen und selektierbar, 

e Viele Kopien, was hilfreich ist, wenn eine große 
Menge an DNA notwendig ist, 

e Methoden, um die Anwesenheit von integrier- 
ter Fremd-DNA nachzuweisen (z.B. a-Komple- 
mentation bzw. Blau-Weiß-Selektion). 


Die meisten bakteriellen Plasmide erfüllen die ersten 
drei Voraussetzungen. Aufgrund der folgenden wich- 
tigen Eigenschaft von Klonierungsvektoren kann ihre 
Anwesenheit im Wirtsorganismus leicht nachgewie- 
sen werden. Klonierungsplasmide aus Bakterien tra- 


gen häufig Gene für Antibiotikaresistenz, die die 
Bakterien resistent gegenüber bestimmten Antibio- 
tika machen. Sind die Bakterien dem Antibiotikum 
ausgesetzt, dann überleben nur solche, die über eine 
auf dem Plasmid codierte Resistenz gegenüber dem 
Antibiotikum verfügen. Auch andere Merkmale wer- 
den genutzt, um die Anwesenheit von Plasmiden zu 
kontrollieren. Vektoren, die von dem 2-um-Plasmid 
der Hefe abstammen, besitzen häufig Gene für essen- 
zielle Aminosäuren wie Leucin. Ist das korrespondie- 
rende Gen im Wirtsstamm der Hefe defekt, können 
Hefezellen, denen das Plasmid fehlt, auf einem Me- 
dium ohne die Aminosäure nicht wachsen. 

Plasmide variieren in ihrer Kopienzahl. Von eini- 
gen gibt es nur eine oder einige wenige Kopien in der 
Wirtszelle, bei anderen sind es dagegen viele. Solche 
Plasmide mit vielfachen Kopien sind allgemein nütz- 
licher, da die Menge an Plasmid-DNA größer ist, wo- 
durch sie sich leichter isolieren und reinigen lassen. 
Die Art des Replikationsursprunges bestimmt die 
Kopienzahl, da dieser Bereich auf dem Plasmid dafür 
ausschlaggebend ist, wie häufig die DNA-Polymerase 
bindet und die Replikation induziert. 

Die meisten Klonierungsvektoren haben viele 
nur einmal vorkommende Schnittstellen für Rest- 
riktionsenzyme. In der Regel liegen diese Stellen 
in einem Bereich, der als Polylinker oder multiple 
Klonierungsstelle (engl. multiple cloning site, MCS) 
bezeichnet wird. Klonierungsvektoren lassen sich da- 
durch an einer Stelle öffnen, ohne eines der für die 
Replikation des Vektors notwendigen Gene zu zerstö- 
ren. Fremd-DNA-Fragmente werden mit Enzymen 
geschnitten, deren Schnittstellen auch in der MCS 
zu finden sind. Werden beide Fraktionen gemischt, 
dann verbindet eine Ligase Vektor und Fremd-DNA. 
Auch können spezifische Restriktionsschnittstellen 
über PCR-Primer oder synthetische DNA-Oligomere 
hinzugefügt werden (s. Kap. 4). 

Bei einigen Vektoren lässt sich feststellen, ob sie 
eine Fremd-DNA enthalten oder nicht. Die einfachste 
Möglichkeit ist die Insertionsinaktivierung eines 
Gens für Antibiotikaresistenz (Abb. 3.14). In diesem 
Fall besitzt der Vektor zwei verschiedene Resistenz- 
gene. Die Fremd-DNA wird in eines dieser Gene klo- 
niert, wodurch das Wirtsbakterium für das eine Anti- 
biotikum resistent ist, für das andere jedoch nicht. 

Eine Alternative stellt die a-Komplementation 
oder Blau-Weiß-Selektion dar (s. Abb. 3.14). Der Vek- 
tor besitzt ein kurzes Stück des Gens für ß-Galactosi- 
dase (das a-Fragment), und das bakterielle Chromo- 
som trägt den Rest des Gens. Die Proteine, die aus 
beiden Fragmenten entstehen, sind Untereinheiten, 
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a Insertionsinaktivierung 


Resistenzgen für 
Antibiotikum 1 


œ Ligation der 
Fremd-DNA in das Vektor mit 

Vektor Resistenzgenfür | Fremd-DNA 
Antibiotikum 2 


Schnittstelle 


Resistenzgen für Fremd-DNA 
Antibiotikum 2 


(Insert) 
Zellen, die den Vektor enthalten, Zellen, die den Vektor mit 
sind resistent gegenüber beiden der Fremd-DNA enthalten, 
Antibiotika sind nur gegenüber dem ersten 


Antibiotikum resistent 


b a-Komplementation 


lacZa wird 
gespalten 
Transkription und Translation Transkription und Translation 
a-Fragment bildet mit dem kein a-Fragment; 
Rest des LacZ-Proteins eine B-Galactosidase ist inaktiv 
aktive B-Galactosidase 
B-Galactosidase metabolisiert X-Gal B-Galactosidase kann X-Gal nicht 
und es bildet sich ein blauer Farbstoff metabolisieren und Bakterien bleiben weiß 


3.14 Nachweis von klonierter Fremd-DNA in Plasmiden 

a Insertionsinaktivierung. Zellen mit eingefügter Fremd-DNA werden empfindlich für das zweite Antibiotikum, Zellen ohne 
eine solche Fremd-DNA bleiben resistent. b a-Komplementation. a-Komplementation bezieht sich darauf, dass von der 
B-Galactosidase zwei Proteinfragmente exprimiert werden können, die sich zu einem funktionellen Protein zusammen- 
lagern. In Zellen ohne klonierte Fremd-DNA im Plasmid ist die 6-Galactosidase aktiv und spaltet X-Gal zu einem blauen 
Farbstoff. In Zellen mit klonierter Fremd-DNA wird das a-Fragment nicht synthetisiert, und die -Galactosidase ist inaktiv. 
Diese Zellen bleiben auf X-Gal-haltigem Medium weiß. 
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die sich zu einer funktionellen ß-Galactosidase zu- 
sammenlagern. Wird DNA in das auf dem Plasmid 
lokalisierte Gen kloniert, dann wird die plasmidco- 
dierte Untereinheit nicht synthetisiert und es ent- 
steht keine funktionelle ß-Galactosidase. Wird die 
P-Galactosidase hingegen exprimiert, dann können 
die Bakterien das Substrat X-Gal abbauen, und das Ab- 
bauprodukt färbt die Bakterienkolonien blau. Wurde 
jedoch ein DNA-Stück in das Gen des a-Fragments 
kloniert, dann sind die Bakterien nicht in der Lage, 
X-Gal zu spalten, und die Kolonien bleiben weiß. 

Ist ein geeigneter Vektor für das interessierende 
Gen oder eine andere Fremd-DNA gefunden, wer- 
den die beiden Elemente zu einem Konstrukt ligiert. 
Dieser Begriff bezeichnet jedes rekombinante DNA- 
Molekül, das gentechnisch zusammengesetzt wurde. 
Werden Vektor und Fremd-DNA mit dem gleichen 
Restriktionsenzym geschnitten, dann haben die bei- 
den Moleküle komplementäre Enden und es ist nur 
eine Ligase erforderlich, um sie miteinander zu ver- 
binden. Um nichtkompatible Enden kompatibel zu 
machen, gibt es verschiedene Methoden. Manchmal 
werden kurze Oligonucleotide synthetisiert und an 
die Enden der Fremd-DNA angefügt, um diese mit 
dem Vektor kompatibel zu machen. Diese kurzen 
Oligonucleotide bezeichnet man als Linker; sie stat- 
ten die Enden des DNA-Fragments mit einer oder ei- 
nigen wenigen neuen Restriktionsschnittstellen aus. 


Klonierungsvektoren haben eine multiple Klonie- 
rungsstelle mit vielen singulären Restriktions- 
schnittstellen. Sie tragen Gene für Antibiotikare- 
sistenz, durch die das Bakterium in Anwesenheit 
eines Antibiotikums wachsen kann, und sie bieten 
die Möglichkeit für den Nachweis von Fremd-DNA 
im Vektor mithilfe der a-Komplementation. 


Spezielle Typen von 
Klonierungsvektoren 


Da für die Manipulation von DNA E. coli der am häu- 
figsten verwendete Wirtsorganismus ist, beruhen die 
meisten Vektoren auf Plasmiden oder Viren, die in E. 
coli oder ähnlichen Bakterien natürlich vorkommen. 
Die meisten Vektoren besitzen einen Replikationsur- 
sprung aus Bakterien und Gene für Antibiotikaresis- 
tenz. Der Polylinker (die multiple Klonierungsstelle) 
liegt in der Regel zwischen einem prokaryotischen 


Promotor und Terminatorsequenzen. Einige Vekto- 
ren besitzen außerdem Ribosomenbindungsstellen, 
sodass jede eingefügte codierende Fremd-DNA-Se- 
quenz in ein Protein translatiert werden kann. Viele 
andere Merkmale sind in spezialisierten Klonie- 
rungsvektoren vorhanden. Die folgende Betrachtung 
befasst sich mit den verschiedenen Vektorkategorien 
und ihren grundlegenden Eigenschaften (Abb. 3.15). 
Viele Vektoren gehen auf das 2-um-Plasmid 
der Hefe zurück. Das ursprüngliche 2-um-Plasmid 
wurde auf unterschiedliche Art und Weise verän- 
dert, um es als Klonierungsvektor nutzen zu können. 
Ein Shuttle-Vektor enthält Replikationsursprünge 
aus zwei Organismen und viele andere Sequenzen, 
die für seine Erhaltung in jedem dieser Organismen 
wichtig sind (s. Abb. 3.15b). Shuttle-Vektoren, die auf 
dem 2-um-Plasmid beruhen, tragen Komponenten, 
die für die Vermehrung und stabile Vererbung in 
Hefen und Bakterien notwendig sind, und zusätzlich 
eine Antibiotikaresistenz und einen Polylinker. So 
ist die Cen-Sequenz eine Centromer-(Cen-)sequenz 
aus Eukaryoten, die das Plasmid während der Mi- 
tose und der Meiose in Hefe korrekt positioniert. 
Weil Hefezellen eukaryotisch sind und eine dicke 
Zellwand besitzen, sind die meisten Antibiotika un- 
wirksam. Daher ist eine andere Strategie notwendig, 
um die Anwesenheit eines Plasmids in der Hefezelle 
nachzuweisen. So befindet sich auf dem Plasmid 
beispielsweise ein Gen für die Synthese einer Amino- 
säure wie Leucin, wodurch Hefestämme, die Leucin 
(ohne Plasmid) nicht synthetisieren können, auf leu- 
cinfreiem Medium wachsen können. 
Bakteriophagenvektoren sind Virusgenome, die 
so modifiziert wurden, dass sich große Stücke nicht- 
viraler DNA in dem Viruspartikel verpacken lassen. 
A-Phagen haben lineare Genome mit zwei kohäsiven 
Enden - den cos-Sequenzen (A-kohäsive Enden). 
Dabei handelt es sich um überhängende, kohäsive 
Enden mit einer Länge von 12 Basen. Im Viruskopf 
werden die Enden von Protein umhüllt, um zu ver- 
hindern, dass sie sich aneinander lagern. Nachdem 
sich der A-Phage an E. coli geheftet hat, schleust er 
seine lineare DNA in das Bakterium ein. Die Prote- 
ine, die die Enden geschützt haben, werden abgebaut 
und das Genom schließt sich mithilfe der DNA- 
Ligase zu einem Ring. Die zirkuläre Form ist die re- 
plikative Form (RF) und wird über einen sogenann- 
ten rolling circle-Mechanismus repliziert (s. Kap. 4). 
Durch Expression einiger A-Gene entstehen Proteine, 
die sich zur Proteinhülle zusammenlagern. In jedem 
dieser Phagenköpfe wird ein Genom verpackt bis 
ausreichend Phagenpartikel produziert wurden - die 
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E. coli-Zelle platzt und setzt neue Bakteriophagen 
frei, die andere Zellen infizieren. 

Der A-Phage ist ein häufig verwendeter Klonie- 
rungsvektor (s. Abb.3.15c). Das mittlere Segment 
des A-Genoms wurde entfernt und ein Polylinker 
eingesetzt. In diesen Polylinker lassen sich Fremd- 
DNA-Fragmente mit einer Größe zwischen 37 und 
52 kb ligieren und in Viruspartikel verpacken. Um 
die Phagen-DNA einsetzen zu können, ohne die E. 
coli-Kultur zu zerstören, wurden mehrere für die 
Verpackung wichtige Gene entfernt. Sollen vollstän- 
dige Bakteriophagen produziert werden, verwendet 
man Helferviren, die zwar keine Fremd-DNA aber 
die fehlenden Gene für Kopfproteine enthalten. Mit 
deren Hilfe können die Kopfproteine vollständig syn- 
thetisiert werden (Abb. 3.16). Diese Proteine setzen 
sich in vitro selbst zusammen. Lysate von Helferviren 
mit rekombinanter A-DNA lassen sich also mischen, 
und es entstehen vollständige Viruspartikel. Dieses 
Verfahren ist als in vitro-Verpackung bekannt. 

Cosmide können DNA-Fragmente mit einer 
Länge von bis zu 45 kb enthalten (s. Abb. 3.15d). Es 
handelt sich bei diesen Vektoren um stark veränderte 
A-Vektoren, bei denen alle Sequenzen zwischen den 
cos-Stellen entfernt und durch Fremd-DNA ersetzt 
wurden. Die interessierende DNA wird mithilfe von 
Restriktionsenzymen und Ligase zwischen die bei- 
den cos-Stellen ligiert. Diese Konstrukte werden in 
A-Partikel verpackt, die von einem Helfervirus syn- 
thetisiert wurden (s. Abb.3.16), und dann für die 
Infektion von E. coli eingesetzt. 

Künstliche Chromosomen enthalten mit einer 
Länge von 150 bis 2000 kb die größten DNA-Stücke 


(s. Abb. 3.15e). Zu ihnen gehören künstliche Hefe- 
chromosomen (engl. yeast artificial chromosomes, 
YACs), künstliche Bakterienchromosomen (engl. 
bacterial artificial chromosomes, BACs) und künstli- 
che Chromosomen des Bakteriophagen P1 (engl. P1 
bacteriophage artificial chromosomes, PACs). YACs 
können mit bis zu 2000 kb die größten DNA-Stücke 
enthalten. Sie besitzen Centromere und Telomere aus 
Hefe und werden daher in Hefe stabil vererbt. BACs 
können sich zu Ringen schließen und in Bakterien 
vermehrt werden, weshalb sie auch einen bakteri- 
ellen Replikationsursprung und Gene für die Anti- 
biotikaresistenz enthalten. Aufgrund ihrer flexiblen 
Einsatzmöglichkeiten sind künstliche Chromosomen 
für die Sequenzierung ganzer Genome, insbesondere 
der Genome höherer Organismen mit einer riesigen 
Menge an DNA, am nützlichsten. 


Der biotechnologischen Forschung stehen viele 
verschiedene Klonierungsvektoren zur Verfügung. 
Kleinere Gene lassen sich mithilfe von Plasmiden 
und Shuttle-Vektoren untersuchen, bei größeren 
werden dagegen Bakteriophagenvektoren, Cosmide 
und künstliche Chromosomen eingesetzt. 

Shuttle-Vektoren tragen Sequenzen, die eine 
Vermehrung und stabile Vererbung in zwei unter- 
schiedlichen Organismen wie Hefe und Bakterien 
ermöglichen. 

Bei Bakteriophagenvektoren wurden wichtige 
Gene entfernt, sodass der Phage die Wirtszelle 
durch die Produktion von Phagenpartikeln nicht 
zerstören kann. Durch die Zugabe eines Helfervi- 
rus können aber wieder vollständige Viruspartikel 
entstehen. 


dee 000011 


3.15 Verschiedene Klonierungsvektoren 

a Ein typischer Klonierungsvektor aus Bakterien. Dieser Vektor enthält bakterielle Sequenzen für die Initiation der Repli- 
kation und der Transkription. Außerdem trägt er eine multiple Klonierungsstelle, die im /acZa-Gen liegt, sodass sich die 
Anwesenheit der Fremd-DNA mithilfe der a-Komplementation überprüfen lässt. Durch das Gen für Antibiotikaresistenz 
ist es möglich, E. co/i-Zellen zu identifizieren, die das Plasmid enthalten. b Shuttle-Vektor aus Hefe. Dieser Vektor ist 

für Hefen und Bakterien konstruiert und trägt sowohl den bakteriellen Replikationsursprung als auch den aus Hefe, ein 
Hefecentromer wie auch Selektionsmarker für Hefe und Bakterien. Wie bei den meisten Klonierungsvektoren ist auch ein 
Polylinker vorhanden. c A-Austauschvektor. Weil der A-Phage leicht zu kultivieren und zu manipulieren ist, wurde sein Ge- 
nom so modifiziert, dass es Fremd-DNA aufnehmen kann. Der grün dargestellte Bereich des Genoms ist für das Wachs- 
tum und die Verpackung der DNA nicht essenziell und kann durch große Fremd-DNA-Fragmente ersetzt werden (bis zu 
einer Größe von 23 kb). d Cosmide. Cosmide sind kleine Plasmide, die in großer Zahl vorkommen und sogenannte cos- 
Stellen enthalten. Sie werden linearisiert und geschnitten, sodass jede Hälfte eine cos-Stelle besitzt (nicht dargestellt). 
Als nächstes wird die Fremd-DNA eingebaut, und diese verbindet die beiden Hälften der Cosmid-DNA wieder. Dieses Kon- 
strukt wird in den Köpfen von A-Phagen verpackt, die dann E. coli-Zellen infizieren. e Künstliche Chromosomen. Künstli- 
che Hefechromosomen (YACs) kommen in zwei Formen vor: einer zirkulären für die Vermehrung in Bakterien und einer 
linearen für die Vermehrung in Hefe. Das zirkuläre Chromosom bleibt in den Bakterien wie jedes andere Plasmid erhalten, 
das lineare Chromosom benötigt dagegen Telomersequenzen, um in Hefe stabil vererbt zu werden. Die lineare Form kann 
bis zu 2000 kb klonierter DNA enthalten und ist für die Genomforschung sehr nützlich. 
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3.16 In vitro-Verpackung 

Ein A-Klonierungsvektor, der die klonierte DNA enthalt, 
muss in einem Phagenkopf verpackt werden, bevor der 
Phage E. coli infizieren kann. Zunächst wird eine Kultur 
von E. coli-Zellen mit einem mutierten A-Phagen infiziert, 
dem das Gen für eines der Kopfproteine (mit E bezeichnet) 
fehlt. Eine andere £. co/i-Kultur wird mit einer anderen 
Mutante infiziert, der das Gen für ein weiteres Kopfprotein 
(mit D bezeichnet) fehlt. In beiden Kulturen wird die Lyse 
induziert. Dadurch werden die Schwänze, die Proteine für 
den Zusammenbau und die Kopfproteine freigesetzt - je- 
doch nicht die vollständigen Köpfe, weil Proteine fehlen. 
Werden diese Ansätze mit einem A-Austauschvektor ge- 
mischt, dann bilden sich spontan vollständige Virusparti- 
kel, die DNA enthalten und anschließend für eine Infektion 
von E. coli verwendet werden können. 


Einschleusen klonierter 
Gene in Bakterien durch 
Transformation 


Wurde das interessierende Gen in einen Vektor 
kloniert, kann das Konstrukt wieder in eine Bak- 
terienzelle eingebracht werden, diesen Vorgang 
bezeichnet man als Transformation (Abb. 3.17). 
Hierbei wird „nackte“, im Labor konstruierte DNA 
mit kompetenten E. coli-Zellen gemischt. Um die 
Zellen kompetent, also bereit für die Aufnahme 
nackter DNA zu machen, muss die Zellwand vorü- 
bergehend porös gemacht werden. Im Labor werden 
E. coli-Zellen auf Eis mit hohen Konzentrationen 
an Calciumionen behandelt und anschließend für 
wenige Minuten bei einer erhöhten Temperatur in- 
kubiert. Die meisten Zellen sterben während der 
Behandlung ab, doch einige überleben und neh- 
men die DNA auf. Ein anderes Verfahren für die 
Gewinnung kompetenter Zellen ist das Anlegen 
einer elektrischen Spannung. Eine solche Elektro- 
poration öffnet die Zellwand kurzzeitig, sodass die 
DNA in die Zellen gelangen kann. Das Verfahren 
ist schneller und vielseitiger einsetzbar und wird 
auch bei anderen Bakterien als E. coli und bei Hefen 
angewendet. 

Werden Bakterien mit einem Gemisch aus un- 
terschiedlichen rekombinanten Plasmiden transfor- 
miert, wie bei der Erstellung einer Genbibliothek 
(s. unten), dann verlieren die Zellen, die mehr als 
ein Konstrukt aufnehmen, in der Regel eines der 
Konstrukte. Werden z.B. die Gene A und B beide 
in die gleiche Art von Vektor kloniert und dann in 
dieselbe Bakterienzelle eingeschleust, so wird das 
Bakterium ein Plasmid verlieren und das andere be- 
halten. Dies ist eine Folge der Plasmidinkompati- 
bilität, die verhindert, dass eine Bakterienzelle zwei 
Plasmide desselben Typs enthält. Die Inkompati- 
bilität geht auf identische oder ähnliche Replikati- 
onsursprünge zurück. In einer Zelle ist nur einem 
Replikationsursprung die Replikation erlaubt. Soll 
eine Zelle mit zwei klonierten Genen ausgestattet 
werden, dann müssen zwei verschiedene Plasmidty- 
pen verwendet oder beide Gene in dasselbe Plasmid 
kloniert werden. 
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Bakterienzellen können rekombinante Plasmide durch eine Inkubation mit Calcium auf Eis und einen anschließenden kur- 


zen Hitzeschock aufnehmen. 


Herstellung einer 
Genbibliothek 


Genbibliotheken werden eingesetzt, um neue Gene 

zu finden, Genome zu sequenzieren oder Gene unter- 

schiedlicher Organismen zu vergleichen (Abb. 3.18). 

Bei der Herstellung einer Genbibliothek wird die ge- 

samte DNA eines bestimmten Organismus mit Rest- 

riktionsenzymen geschnitten, die Fragmente werden 
anschließend in Vektoren kloniert und ein passender 

Wirtsorganismus mit diesen rekombinanten Vekto- 

ren transformiert. 

Die grundlegenden Schritte der Herstellung einer 

Bibliothek sind: 

1. Isolierung der chromosomalen DNA aus einem 
Organismus wie E. coli, Hefe oder Mensch. 

2. Restriktionsspaltung der DNA mit einem oder 
zwei Restriktionsenzymen. 

3. Linearisierung eines geeigneten Klonierungsvek- 
tors mit dem gleichen Restriktionsenzym(en). 

4. Mischen der geschnittenen chromosomalen Frag- 
mente mit dem linearisierten Vektor und Liga- 
tion. 

5. Transformation von E. coli mit diesem Gemisch. 

6. Isolierung einer großen Zahl von E. coli-Transfor- 
manden. 


Die Art des Restriktionsenzyms beeinflusst die Art 
der Bibliothek. Da Restriktionsschnittstellen nicht 
gleichmäßig über das Genom verteilt sind, werden 
einige der entstehenden DNA-Fragmente groß sein 
und andere klein. Die Verwendung eines Restrikti- 
onsenzyms, das eine Sequenz aus nur vier Basenpaa- 
ren erkennt, ergibt ein Gemisch aus meist kleinen 
Fragmenten. Die Verwendung eines Enzyms, das 
eine Erkennungssequenz mit einer Länge von sechs 
oder acht Basenpaaren hat, wird größere Fragmente 
produzieren. (Die Wahrscheinlichkeit eine Sequenz 
aus vier Basen in einem Genom zu finden ist größer 
als die, eine Sequenz aus sechs Basen zu finden.) 
Auch wenn ein Restriktionsenzym mit einer Se- 
quenz aus vier Basenpaaren eingesetzt wird, können 
sich immer noch Fragmente ergeben, die für eine 
Klonierung zu groß sind. Umgekehrt werden ei- 
nige Gene mit dicht nebeneinander liegenden Res- 
triktionsschnittstellen in viele Fragmente gespalten. 
Um dieses zu vermeiden, wird häufig eine partielle 
Spaltung durchgeführt. Die Einwirkzeit des Enzyms 
auf die DNA wird verkürzt, sodass die DNA nicht 
an jeder möglichen Schnittstelle gespalten wird 
und größere Fragmente erhalten bleiben. Außer- 
dem ist es üblich, eine weitere Bibliothek herzu- 
stellen, bei der man ein anderes Restriktionsenzym 
verwendet. 
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3.18 Herstellung einer DNA-Bibliothek 

Zunächst wird genomische DNA aus dem ausgewähl- 

ten Organismus partiell mit einem Restriktionsenzym 
geschnitten, das eine Sequenz aus vier Basenpaaren er- 
kennt. Es handelt sich hier um eine partielle Spaltung, weil 
einige der möglichen Schnittstellen nicht geschnitten wer- 
den sollen, sodass größere Fragmente entstehen. Würde 
die DNA an jeder möglichen Schnittstelle auch tatsächlich 
gespalten, dann enthielte die gewonnene genomische 
DNA nur wenige vollständige Gene. Die genomischen 
Fragmente werden in einen geeigneten Vektor kloniert 
und Bakterien anschließend mit diesen rekombinanten 
Plasmiden transformiert. 


Genbibliotheken werden für viele Zwecke einge- 
setzt, weil sie nahezu alle Gene eines bestimmten 
Organismus enthalten. 


Screening der Genbibliothek 
durch Hybridisierung 


Ist eine Bibliothek hergestellt, dann soll häufig ein be- 
stimmtes Gen oder DNA-Segment in der Bibliothek 
identifiziert werden. Manchmal ist das interessierende 
Gen einem Gen aus einem anderen Organismus ähn- 
lich, oder es enthält eine bestimmte Sequenz. So 
nutzen z.B. viele Enzyme ATP als Energielieferanten. 
ATP-bindende Enzyme haben eine Signatursequenz, 
die ihnen gemeinsam ist, ob sie nun aus Bakterien 
stammen oder vom Menschen. Diese Sequenz lässt 
sich bei der Suche nach anderen ATP-bindenden En- 
zymen nutzen. Solche gemeinsamen Sequenzmotive 
weisen möglicherweise darauf hin, dass ein Protein 
verschiedene Cofaktoren, andere Proteine und DNA 
bindet, um nur einige Beispiele zu nennen. 

Das Screening von DNA-Bibliotheken durch 
Hybridisierung erfordert die Herstellung der DNA- 
Bibliothek und einer markierten Sonde. Eine Gen- 
bibliothek wird als Bakterienkultur in E. coli-Zellen 
gespeichert, wobei jede Zelle ein Plasmid mit einer 
anderen Fremd-DNA trägt. Die Kultur wird ange- 
zogen, verdünnt und anschließend auf vielen Agar- 
platten ausgestrichen, sodass sich die sich nun ent- 
wickelnden Kolonien nicht berühren. Die Kolonien 
werden auf eine Nylonmembran übertragen und die 
DNA jeder Kolonie durch Lyse der Zellen mit einem 
Detergens freigesetzt. Die Zellbestandteile werden 
von der Membran gespült, die DNA jedoch auf der 
Nylonmembran fixiert und denaturiert, sodass Ein- 
zelstränge entstehen (Abb. 3.19). 

Soll ein bestimmtes Gen im Zielorganismus identi- 
fiziert werden, dann könnte man als Sonde das korres- 
pondierende Gen aus einem verwandten Organismus 
verwenden. Bei der Sonde handelt es sich in der Regel 
nur um einen Teil des Gens, da sich kleinere Frag- 
mente leichter handhaben lassen. Die Sonden-DNA 
kann entweder radioaktiv oder für einen Nachweis 
mithilfe von Chemilumineszenz markiert werden. 
Sie wird erhitzt, um Einzelstränge zu erhalten, und 
anschließend mit der auf den Nylonfiltern fixierten 
DNA-Bibliothek inkubiert. Befinden sich in der Bib- 
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3.19 Screening einer Bibliothek mit einer DNA-Sonde 
Zunächst werden Bakterienzellen, die die Fremd-DNA der 
Bibliothek enthalten, angezogen und auf großen Agar- 
platten ausgestrichen, sodass viele Kolonien entstehen 
und mit einer hohen Wahrscheinlichkeit jedes klonierte 
DNA-Fragment vertreten ist. Diese Kolonien werden auf 
Nylonmembranen übertragen und die Zellen lysiert. Die 
Zellreste werden abgewaschen, die genomische DNA 
bleibt jedoch an der Membran hängen. Die Sequenzen 
werden durch Inkubation der Membranen in einer starken 
Base denaturiert. Werden diese einzelsträngigen DNA- 
Fragmente mit einer radioaktiv markierten, einzelsträn- 
gigen Sonde bei einer geeigneten Temperatur inkubiert, 
hybridisiert die Sonde mit allen passenden Sequenzen auf 
den Membranen. 


liothek passende Sequenzen, so werden diese mit der 
Sonde hybridisiert. Ob auch bei nicht perfekt passen- 
den DNA-Sequenzen eine Hybridisierung stattfindet, 
lässt sich durch die Inkubationstemperatur regulieren. 
Je höher die Temperatur, umso stringenter sind die 


Bedingungen, d.h. umso besser müssen die Sequen- 
zen passen, damit sie hybridisieren. Je geringer die 
Temperatur, umso weniger stringent sind die Bedin- 
gungen. Wurde die Sonde radioaktiv markiert, wird 
ein Röntgenfilm an den Stellen geschwärzt, an denen 
die Sonde mit der DNA-Bibliothek hybridisiert hat. 
Durch einen Abgleich zwischen Film und Agarplatte 
lässt sich die Kolonie mit der entsprechenden Fremd- 
DNA identifizieren. Dabei ist es üblich, die wahr- 
scheinlichste Kolonie und auch deren benachbarte 
Kolonien auszuwählen, zu kultivieren, auszuplattieren 
und nochmals mit derselben Sonde zu testen. So soll 
sichergestellt werden, dass ein einzelner Transformand 
isoliert wurde. Die DNA aus diesem Isolat lässt sich 
durch Sequenzierung analysieren (s. Kap. 4). 


Das Screening einer DNA-Bibliothek besteht aus 
zwei Teilen. Zunächst werden die auf Agarplatten 
kultivierten Bakterienklone auf Nylonmembranen 
übertragen, die Zellkomponenten entfernt und 

die auf der Membran fixierte DNA denaturiert. 
Anschließend wird eine Sonde radioaktiv markiert, 
durch Hitze denaturiert und dann mit der Nylon- 
membran inkubiert, wobei die Sonde mit passen- 
den Sequenzen hybridisiert. 


Expressionsbibliotheken 
in Eukaryoten 


Vektoren von Expressionsbibliotheken besitzen die 
für die Transkription und Translation der Fremd- 
DNA erforderlichen Sequenzen. Das bedeutet, dass die 
Fremd-DNA in RNA transkribiert und diese wiederum 
in ein Protein translatiert werden kann. Eine Expressi- 
onsbibliothek stellt von jeder klonierten Fremd-DNA 
ein Protein her, ob es sich um ein reales Gen han- 
delt oder nicht. Bei der Untersuchung eukaryotischer 
DNA werden solche Bibliotheken auf der Grundlage 
von komplementärer DNA (cDNA) hergestellt, um 
sicherzustellen, dass es sich bei der Fremd-DNA tat- 
sächlich um ein Gen handelt. Die eukaryotische DNA, 
insbesondere die aus Höheren Pflanzen und Tieren, 
enthält zum Großteil nichtcodierende Sequenzen; die 
codierenden Bereiche liegen weit voneinander ent- 
fernt und die Gene sind sogar durch nichtcodierende 
Introns unterbrochen. cDNA ist eine doppelsträngige 
DNA-Kopie der mRNA, die durch die Reverse Tran- 
skriptase gebildet wird. Das Enzym wurde zuerst in 
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Retroviren entdeckt (s. Kap. 1). Es wird in der For- 
schung bei Eukaryoten eingesetzt, um eine Version 
eines Gens zu erzeugen, die keine Introns, sondern 
ausschließlich die codierende Sequenz enthält. Im Ge- 
gensatz zu Eukaryoten enthalten Bakterien nur sehr 
wenig nichtcodierende DNA und ihre Gene sind nicht 
von Introns unterbrochen; die bakterielle genomische 
DNA kann daher direkt für die Herstellung einer Ex- 
pressionsbibliothek eingesetzt werden. 

Um eine Expressionsbibliothek herzustellen, 
wird eukaryotische DNA in cDNA umgeschrieben 
(Abb. 3.20). Dafür wird zunächst mRNA aus einem 
interessierenden Organismus durch Bindung an eine 
Säulenmatrix mit Oligo(dT) (d.h. mit einer Reihe von 
Thyminresten) isoliert. Durch dieses Verfahren lässt 
sich eukaryotische mRNA anreichern, da diese einen 
Poly(A)-Schwanz besitzt, der an das Oligo(dT) der 
Matrix bindet. Mithilfe der Reversen Transkriptase 
wird nun eine zur mRNA komplementäre cDNA-Se- 
quenz synthetisiert. Das doppelsträngige Hybridmo- 
lekül aus mRNA und cDNA wird durch RNase H und 
DNA-Polymerase I in eine doppelsträngige cDNA 
überführt; dabei schneidet RNase H das mRNA- 
Rückgrat und die DNA-Polymerase I ersetzt den 
mRNA-Strang durch DNA (s. Abb. 3.20). 

Die cDNA wird anschließend in einen Expressi- 
onsvektor ligiert, der Sequenzen enthält, die Tran- 
skription und Translation der Fremd-DNA initiieren. 
In manchen Fällen besitzt die Fremd-DNA (z.B. eine 
sogenannte fulllength-cDNA) einen eigenen Trans- 
lationsstart. Fehlt der Fremd-DNA allerdings eine 
solche Sequenz, was häufig der Fall ist, dann ist das 
Leseraster von Bedeutung. Da der genetische Code 
in Tripletts abgelesen wird, kann jede Fremd-DNA in 
drei verschiedenen Leserastern in ein Protein trans- 
latiert werden, doch nur ein Raster wird das korrekte 
Protein liefern. Um Fremd-DNA in dem korrekten 
Leseraster zu erhalten, wird jede cDNA in allen drei 
Rastern kloniert, indem man Linker verwendet, die 
viele verschiedene Restriktionsschnittstellen enthal- 
ten. Die Zahl der Transformanden, die gesichtet wer- 
den müssen, steigt dadurch stark an. 

Nun transformiert man Bakterien mit den klonier- 
ten Genen, um die Fremd-DNA zu exprimieren. Die 
Bakterien werden auf Agar kultiviert, die Kolonien 
auf eine Nylonmembran übertragen und lysiert. Die 
dadurch freigesetzten Proteine bleiben an der Mem- 
bran haften und lassen sich durch unterschiedliche 
Verfahren untersuchen. Am häufigsten wird ein An- 
tikörper gegen das interessierende Protein verwendet 
(s.Kap.6). Er bindet an das Protein und lässt sich 
über einen zweiten Antikörper, der mit einem Detekti- 


(oY) Lyse der Zellen AAAA 
7 Ye) ee VV 
(e) Extraktion und AAAA 


Reinigung der 


mRNA mRNA-Gemisch 


eukaryotische 
Zellen 


Reverse Transkriptase 
verwendet Oligo(dT)-Primer 


By DIVE 3’ mRNA/cDNA- 
3 TTTTTT 5 Heteroduplex 


Ribonuclease H 


einzelsträngige 
=Y De 5 CDNA 


1) DNA-Polymerase | 
2) S1-Nuclease 
S y? doppelsträngige 
37 TTTIITT 5’ cDNA 


Ligation der Linker ‚4x Schnittstelle 


mit Schnittstelle — 
—— 
Linker 

1 l 
aie Taille pi y imme 
I ı 

Spaltung mit Schnittstelle 
Restriktionsenzym 

m a samme 


kohäsives Ende 


Ligation in den Vektor 


3.20 Herstellung einer cDNA-Bibliothek aus eukaryo- 
tischer mRNA 

Zunachst werden die eukaryotischen Zellen lysiert und 

die mRNA gereinigt. Dann gibt man Reverse Transkriptase 
und Oligo(dT)-Primer zu. Die Oligo(dT)-Sequenz hybridi- 
siert mit den Adeninresten des Poly(A)-Schwanzes der 
mRNA und dient als Primer für das Enzym. Die Reverse 
Transkriptase synthetisiert einen cDNA-Strang und es ent- 
steht ein mRNA-cDNA-Hybrid. Der mRNA-Strang wird mit 
Ribonuclease H abgebaut, anschließend wird DNA-Poly- 
merase | zugegeben, um den zweiten DNA-Strang zu syn- 
thetisieren, wodurch eine doppelsträngige cDNA entsteht. 
Nun entfernt S1-Nuclease die einzelsträngigen Enden und 
Linker werden an die Enden der dsDNA angefügt. Diese 
Linker enthalten Schnittstellen für Restriktionsenzyme, 
um die cDNA leicht in einen Vektor klonieren zu können. 
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3.21 Immunologisches Screening einer Expressions- 
bibliothek 

Bakterien, die Fremd-Gene exprimieren, werden auf 
Agarplatten ausgestrichen, kultiviert, auf eine Membran 
übertragen und lysiert. Freigesetzte Proteine werden an 
die Membran gebunden. Diese Abbildung zeigt nur ein an 
der Membran fixiertes Protein, doch in Wirklichkeit sind es 
viele verschiedene Proteine. Zu ihnen gehören sowohl die 
exprimierten Klone der Bibliothek als auch die bakteriellen 
Proteine. Die Membran wird mit einem primären Antikör- 
per inkubiert, der nur an das interessierende Protein bin- 
det. Um diesen Komplex aus Protein und Antikörper nach- 
zuweisen, wird ein sekundärer Antikörper zugegeben, der 
mit einem Detektionssystem wie der Alkalischen Phospha- 
tase konjugiert ist und an den ersten Antikörper bindet. 
Die Bakterienkolonie, die das interessierende Protein 
exprimiert, färbt sich nach Zugabe des Substrates X-Phos 
blau. Dadurch lässt sich der Vektor mit der gewünschten 
Fremd-DNA isolieren. 


onssystem (häufig die Alkalische Phosphatase) konju- 
giert ist, nachweisen. Der gesamte Komplex lässt sich 
sichtbar machen, weil die Alkalische Phosphatase X- 
Phos spaltet. Dadurch entsteht an der Stelle ein blauer 
Farbstoff, an der sich eine Kolonie befindet, die das 
gesuchte Protein exprimiert (Abb. 3.21). E. coli vermag 
die meisten posttranslationalen Modifikationen, de- 
nen eukaryotische Proteine häufig unterliegen, nicht 
auszuführen. Daher liegen die Proteine zwar nicht 
immer in ihrer nativen Form vor, können jedoch häu- 
fig trotzdem durch den entsprechenden spezifischen 
Antikörper detektiert werden. 


cDNA wird hergestellt, indem man mRNA isoliert 
und mithilfe der Reversen Transkriptase eine 
cDNA-Kopie herstellt. 

Expressionsbibliotheken exprimieren eine klo- 
nierte Fremd-DNA in ein Protein, weil die verwen- 
deten Vektoren Sequenzen enthalten, die für die 
Transkription und Translation erforderlich sind. Das 
interessierende Protein wird durch Inkubation der 
Bibliothek mit einem Antikörper gegen dieses Pro- 
tein nachgewiesen. 


Eigenschaften von 
Expressionsvektoren 


Weil fremde Proteine, besonders, wenn sie in großen 
Mengen hergestellt werden, für E. coli toxisch sein 
können, ist der Promotor, der die Expression der 
Fremd-Gene steuert, entscheidend. Wird zu viel 
Protein synthetisiert, kann die Wirtszelle absterben. 
Um die Proteinsynthese zu regulieren, besitzen Ex- 
pressionsvektoren Promotoren mit an/aus-Schaltern. 
Die Wirtszellen vermehren sich zunächst und das 
Fremd-Protein wird erst zu einem späteren Zeitpunkt 
exprimiert. Ein häufig verwendetet Promotor ist eine 
mutierte Version des lac-Promotors (Abb. 3.22). Die 
von diesem lacUV-Promotor ausgehende Transkrip- 
tion ist sehr stark, doch erst, nachdem der Promotor 
induziert wurde. Er umfasst die folgenden Elemente: 
eine Bindungsstelle für die RNA-Polymerase, eine 
Bindungsstelle für das LacI-Repressorprotein und 
einen Transkriptionsstart. Der Vektor besitzt außer- 
dem starke Transkriptionsstopps stromabwärts des 
Polylinkers. Zudem enthält der Vektor ein Lacl-co- 
dierendes Gen, sodass viel Repressorprotein synthe- 
tisiert wird, welches die klonierten Gene reprimiert. 
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Polymerase nur die RNA-Polymerase aus dem Bakte- 
riophagen T7 bindet. Das bakterielle Enzym wird das 
interessierende Gen nicht transkribieren. Dieses Sys- 
tem wurde ausschließlich für Bakterien entwickelt, in 
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3.22 Expressionsvektoren haben streng regulierte 
Promotoren 

Ein Expressionsvektor enthält stromaufwärts des klonier- 
ten Gens Sequenzen, die die Transkription und die Trans- 
lation des klonierten Gens regulieren. Der abgebildete 
Vektor enthält den starken, induzierbaren /acUV-Promotor. 
Um die Transkription zu stimulieren, wird der künstliche 
Induktor IPTG zugegeben. IPTG bindet an den Lacl-Re- 
pressor, der sich anschließend von der DNA löst. Dadurch 
vermag die RNA-Polymerase das Gen zu transkribieren. 
Vor der Zugabe von IPTG verhindert der Lacl-Repressor 
die Expression des klonierten Gens. 


Wie alle Vektoren besitzt auch dieser einen Replika- 
tionsursprung und ein Gen für Antibiotikaresistenz, 
zur Selektion der Bakterien. Wird eine Genbibliothek 
hinter den Promotor kloniert, dann werden die Gene 
aufgrund der großen Menge an LacI-Repressor nicht 
exprimiert. Gibt man einen Induktor wie IPTG zu, 
dann löst sich LacI von der DNA und die RNA-Poly- 
merase transkribiert die klonierten Fremdgene. 

Ein weiterer häufig in Expressionsvektoren ver- 
wendeter Promotor ist der A-left-Promotor P,. Er 
besitzt eine Bindungsstelle fiir den A-Repressor. Das 
interessierende Gen bzw. Bibliotheksfragment wird 
so lange nicht exprimiert, bis der Repressor entfernt 
ist. Statt den natiirlichen Induktor zu verwenden, 
kommt eine mutierte Version des Repressors zum 
Einsatz, die die Bindungsstelle bei hohen Tempera- 
turen freigibt. Steigt die Temperatur der Kultur auf 
42 °C an, fallt der Repressor von der DNA ab und die 
RNA-Polymerase transkribiert die klonierten Gene. 

Ein anderes Expressionssystem verwendet einen 
Promotor, an dessen Bindungsstelle fiir die RNA- 


deren Chromosom das Gen fiir die T7-RNA-Polyme- 
rase, welches unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors steht, integriert wurde. 

Einige Expressionsvektoren enthalten ein kleines 
DNA-Segment, das ein Protein-Tag codiert. Diese 
Vektoren werden hauptsächlich dann eingesetzt, 
wenn das interessierende Gen bereits kloniert wurde, 
und nicht für das Screening von Bibliotheken. Das 
interessierende Gen muss im Leseraster mit der DNA 
des Protein-Tags kloniert werden. Das Tag kann viel- 
fältig sein, doch sind His6-, Myc-, und FLAG-Tag 
die drei bekanntesten (Abb. 3.23). His6 ist eine Reihe 
von sechs Histidinresten, die an den Anfang oder das 
Ende des interessierenden Proteins gehängt wird. Die 
Histidine binden fest an Nickel, wodurch sich das 
His-markierte Protein über die Bindung an eine Ni- 
ckelsäule isolieren lässt. Myc und FLAG sind Epitope 
für spezifische Antikörper, durch deren Bindung 
sich die exprimierten Proteine anreichern lassen. Die 
Antikörper können an eine Säulenmatrix gebunden 
sein, für einen Western-Blot eingesetzt oder in vivo 
nachgewiesen werden, wenn man die Zellen mit flu- 
oreszenzmarkierten Versionen des Myc- bzw. FLAG- 
Antikörpers inkubiert. (Auch für das Histidin-Tag 
existieren spezifische Antikörper.) 


Das wichtigste Merkmal von Expressionsvektoren 
ist ein streng kontrollierter Promotor. Die Prote- 
ine der Expressionsbibliothek werden nur unter 
bestimmten Bedingungen exprimiert, wie etwa bei 
Anwesenheit eines Induktors, der Entfernung eines 
Repressors oder Temperaturveränderung. 

Kleine Tags lassen sich mithilfe eines Expressi- 
onsvektors mit dem interessierenden Gen fusionie- 
ren. Durch diese Tags ist es möglich, das interes- 
sierende Protein zu isolieren und zu reinigen. 


Subtraktive Hybridisierung 


Die subtraktive Hybridisierung ist ein Screening- 
Verfahren, durch das Wissenschaftler fehlende Gene 
identifizieren können. So kann bei einem Patienten 
z.B. ein Gen fehlen, eine Situation, die eine vererbbare 
Krankheit hervorruft. Ein gesunder Mensch besitzt 
dagegen das vollständige Gen. Die DNA der beiden 
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3.23 Verwendung von Tags für die Isolierung von Proteinen 

Einige Expressionsvektoren besitzen DNA-Sequenzen, die kurze Protein-Tags codieren. Das His6-Tag (a) codiert sechs 
Histidinreste. Wird die codierende Sequenz des klonierten Gens im Leseraster (in frame) mit diesem Tag kloniert, dann 
wird das Tag mit dem Protein fusioniert. Das His6-Tag bindet spezifisch an Nickelionen. Proteine mit einem solchen Tag 
lassen sich daher über Nickelionensäulen isolieren. Andere Tags wie Myc oder FLAG (b) sind Epitope für spezifische Anti- 
körper und wirken ähnlich. Proteine mit Myc- oder FLAG-Tag lassen sich durch die Bindung an Antikörper gegen Myc bzw. 
FLAG isolieren oder nachweisen. 
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3.24 Klonierung durch subtraktive Hybridisierung 
Der Schlüssel zur subtraktiven Hybridisierung ist die 
Hybridisierung der gesamten Wildtyp- bzw. gesunden 
DNA-Fragmente (rosa) mit einem Überschuss an mutierter 
DNA (violett). In diesem Beispiel wird die mutierte DNA 
mit Restriktionsenzym 1 geschnitten, die Wildtyp-DNA 
mit Restriktionsenzym 2. Anschließend werden die beiden 
DNA-Proben gemischt, denaturiert und wieder renaturiert. 
Dabei entstehen Hybride aus zwei mutierten Strängen 
(flankiert von Schnittstellen des Restriktionsenzyms 1), 
aus einem mutierten und einem nichtmutierten Strang 
(mit inkompatiblen Enden) oder aus zwei nichtmutierten 
Strängen (mit Schnittstellen des Restriktionsenzyms 2 an 
den Enden). Hybride aus zwei nichtmutierten Strängen 
sind selten, sie entsprechen der deletierten Region. Sie 
lassen sich durch Klonierung in einen Vektor, der mit dem 
Restriktionsenzym 2 geschnitten wurde, leicht von den 
anderen Hybriden trennen. 


Personen ist bis auf das zusätzliche Gensegment in 
dem gesunden Individuum identisch. Die DNA der 
Person mit der Deletion wird isoliert und mit einem 
Restriktionsenzym geschnitten (Abb. 3.24). Auch die 
DNA des Gesunden wird isoliert, jedoch mit einem 
anderen Enzym geschnitten. Die mutierte DNA wird 
im Überschuss zu der DNA aus dem gesunden Men- 
schen gegeben und das Gemisch durch Erhitzen de- 
naturiert. Beim langsamen Abkühlen entstehen Hy- 
bridmoleküle aus der normalen und der mutierten 
DNA. Lagern sich zwei mutierte Allele aneinander, 
dann wird das dsDNA-Fragment die Schnittstellen 
des Restriktionsenzyms 1 an den Enden besitzen. La- 
gern sich zwei nichtmutierte Fragmente aneinander, 
dann wird das Hybrid an den Enden die Schnittstel- 
len von Restriktionsenzym 2 tragen. Hybridisieren 
ein mutierter und ein nichtmutierter Strang, dann be- 
sitzen die Enden weder die Schnittstellen von Enzym 
1 noch von Enzym 2, sie sind nichtkompatibel. Auch 
alle anderen Bereiche der DNA können Hybride zwi- 
schen mutierten und nichtmutierten Fragmenten bil- 
den, außer dem Bereich, der in der mutierten DNA 
fehlt. Diese DNA-Region kann nur mit sich selbst 
hybridisieren und die entstehende dsDNA besitzt an 
den Enden die Schnittstellen von Restriktionsenzym 
2. Diese Segmente lassen sich in einen Vektor mit 
den korrespondierenden Schnittstellen klonieren. 
Die DNA, die das interessierende Gen nicht codiert, 
wird von der Hybridisierung ausgeschlossen. 

Die subtraktive Hybridisierung wird auch einge- 
setzt, um die Genexpression unter zwei verschiedenen 
Bedingungen miteinander zu vergleichen (Abb. 3.25). 
Ein Forscher kann beispielsweise feststellen, welche 
E. coli-Gene bei niedrigen Temperaturen und welche 
unter Hitzeschockbedingungen exprimiert werden. 
Zunächst werden Bakterienkulturen unter beiden Be- 
dingungen angezogen und jeweils die mRNA isoliert. 
Die mRNA aus den Bakterien, die bei niedrigen Tem- 
peraturen kultiviert wurden, wird in cDNA transkri- 
biert, um die komplementären Sequenzen für die Hy- 
bridisierung zu erhalten. Die cDNA wird denaturiert, 
um ssDNA zu erhalten, an eine Membran gebunden 
und anschließend mit der mRNA aus den Bakterien 
inkubiert. Diese wurde unter besonderen experimen- 
tellen Bedingungen (wie Hitzeschock) kultiviert. Die 
mRNA, die unter beiden Bedingungen in den Zellen 
vorhanden ist, hybridisiert mit der cDNA auf der 
Membran. Die mRNA-Sequenzen der Gene, die nur 
unter den besonderen experimentellen Bedingungen 
exprimiert werden, finden auf der Membran keine 
komplementären Sequenzen und bleiben in Lösung. 
Sie werden anschließend in cDNA transkribiert, in 
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3.25 Durch subtraktive Hybridisierung lässt sich mRNA isolieren, die nur unter bestimmten Bedingungen 


exprimiert wird 


Es werden zwei unterschiedliche Kulturen angezogen, eine unter normalen Bedingungen (grün), die andere unter 
besonderen experimentellen Bedingungen (orange). Aus jeder Kultur wird die mRNA extrahiert und eine Probe in cDNA 
transkribiert (violett). Die cDNA wird auf einem Filter fixiert und denaturiert. Die experimentelle mRNA (orange) wird 
durch den Filter gesogen. Nur mRNA, die unter den besonderen experimentellen Bedingungen vorkommt, hybridisiert 
nicht und passiert den Filter. Umgekehrt wird jede mRNA, die unter beiden Wachstumsbedingungen in den Zellen 


vorhanden ist, von dem Filter abgefangen. 


einen Vektor kloniert und sequenziert, um die Gene 
zu identifizieren, deren Expression unter hohen Tem- 
peraturen zunimmt. 


Subtraktive Hybridisierung lässt sich einsetzen, um 
Gene zu identifizieren, die Krankheiten verursachen 
oder die nur unter bestimmten Bedingungen expri- 
miert werden. 
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Einführung 


Bei der Replikation wird die gesamte genomische 
DNA vollständig entwunden und genau kopiert, 
sodass sie bei der Zellteilung auf die zwei Tochter- 
zellen verteilt werden kann. Dieser komplexe und 
ausgeklügelte Prozess läuft in E. coli sehr schnell ab, 
die DNA-Polymerase kopiert etwa 1000 Nucleotide 
pro Sekunde, und auch in Eukaryoten sind es pro 
Sekunde noch 50 Nucleotide. Da viele Anwendun- 
gen in der Biotechnologie auf den Prinzipien der 
Replikation beruhen, werden in diesem Kapitel zu- 
nächst die Grundlagen der DNA-Replikation, wie 
sie in der Zelle stattfindet, behandelt. Anschließend 
gehen wir auf einige der in Gentechnik und Bio- 
technologie am häufigsten verwendeten Methoden 
ein, bei denen die DNA-Polymerase eingesetzt wird. 
Dazu gehören die chemische Synthese von DNA, 
die Polymerasekettenreaktion und die Sequenzie- 
rung von DNA. 


Replikation der DNA 


Um die Integrität eines Organismus zu erhalten, muss 
das gesamte Genom sehr genau repliziert werden. 
Selbst für das Fortbestehen von „genetischen Ein- 
heiten“ wie Plasmiden, Viren oder Transposons ist 
die Replikation von großer Bedeutung. Ein Schlüs- 
sel zum Verständnis der Verdopplung während der 
Zellteilung ist die komplementäre, doppelsträngige 
DNA-Struktur. Die doppelsträngige Helix wird ent- 
wunden, die Wasserstoffbrücken zwischen den Basen 
lösen sich, und es entstehen zwei einzelne DNA- 
Stränge. Der Y-förmige Bereich der DNA wird als 
Replikationsgabel bezeichnet (Abb. 4.1). Die Rep- 
likation beginnt an einer spezifischen Stelle auf ei- 
nem Chromosom, dem Replikationsursprung (ori). 
Dieser Ursprung wird bei E. coli als oriC bezeichnet 
und umfasst auf der DNA etwa 245 bp. Er besteht 
hauptsächlich aus A-T-Basenpaaren, da für deren 
Trennung weniger Energie erforderlich ist, als für 
G-C-Basenpaare. 

Ist die Replikationsgabel eingerichtet, schließt 
sich ein großer Komplex aus Enzymen und Fakto- 
ren zusammen und synthetisiert die komplementä- 
ren DNA-Stränge (s. Abb. 4.1). Die DNA-Polymerase 
beginnt auf einer Seite der Gabel mit der Synthese 
des komplementären Stranges, indem sie komple- 


mentäre Nucleotide in 5’°—3’-Richtung miteinander 
verknüpft. Dieser Strang, er wird als Leitstrang be- 
zeichnet, wird kontinuierlich synthetisiert, da stets 
eine freie 3°-OH-Gruppe zur Verfügung steht, an die 
ein neues Nucleotid geknüpft werden kann. Weil die 
DNA-Polymerase nur in 5°—3’-Richtung synthetisie- 
ren kann, wird der andere Strang, der Folgestrang, 
in Form kleiner Fragmente (Okazaki-Fragmente) 
hergestellt. Die einzelnen Fragmente des Folgestran- 
ges werden durch das Enzym DNA-Ligase miteinan- 
der verbunden. Die Ligase verknüpft das 3°-OH mit 
dem 5’-PO, des benachbarten Nucleotids zu einer 
Phosphodiesterbindung. Der letzte Schritt ist die An- 
heftung von Methyl-(CH,-)gruppen an den neuen 
Strang (s. unten). Ausgehend von der ursprüngli- 
chen doppelsträngigen Helix sind nun zwei identi- 
sche doppelsträngige Helices entstanden, die jeweils 
einen Strang des Ausgangsmoleküls und einen neu 
synthetisierten Strang enthalten. Deshalb wird die- 
ser Prozess auch als semikonservative Replikation 
bezeichnet. 


Bei der Replikation synthetisiert die DNA-Polyme- 
rase den Leitstrang kontinuierlich, den Folgestrang 
jedoch in kleinen Okazaki-Fragmenten. Jede Kopie 
enthält einen Strang der ursprünglichen Helix und 
einen neu synthetisierten. 


Entwindung der DNA 


Da DNA in der Zelle superspiralisiert vorliegt, sind 
einige Enzyme notwendig, um die DNA zu öffnen 
und zu entspannen, bevor die Replikation beginnen 
kann (Abb. 4.2). DNA-Helikase und DNA-Gyrase 
heften sich nahe der Replikationsgabel an die DNA 
und entwinden die Stränge. Die DNA-Gyrase entfernt 
die Superspiralisierung und die Helikase entwindet 
die Doppelhelix, indem sie die Wasserstoffbrücken 
zwischen den einzelnen Basenpaaren löst. Die beiden 
Stränge werden durch einzelstrangbindende Pro- 
teine (SSB) getrennt gehalten. Beide Stränge lagern 
sich daher nicht wieder aneinander, sondern der Re- 
plikationsursprung wird für Enzyme zugänglich und 
die Replikation beginnt. 

Die DNA-Polymerase wandert die DNA entlang 
und vor der Replikationsgabel entsteht eine positive 
Superspiralisierung. Da das bakterielle Chromosom 
negativ superspiralisiert ist, entspannt sich die DNA 
dadurch anfangs. Nachdem jedoch etwa 5% des Ge- 
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Diese Aufgabe übernimmt die DNA-Gyrase, indem 
sie negative Superspiralisierungen einfügt. Werden 
ringformige Chromosomen repliziert, dann kénnen 
die beiden DNA-Kopien Catenane bilden und wie 
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4.1 Replikation 

Die Replikationsenzyme öffnen die 
Doppelhelix um den Replikations- 
ursprung herum, sodass die DNA in 
diesem Bereich einzelsträngig wird. 
Die DNA-Polymerase fügt an jeden 
Strang in 5’—3’-Richtung komple- 
mentäre Nucleotide an; ein Strang 
wird daher kontinuierlich syntheti- 
siert (Leitstrang), bei dem anderen 
Strang (Folgestrang) entstehen 
dagegen kurze Abschnitte, die man 
als Okazaki-Fragmente bezeichnet. 
Die DNA-Ligase schließt die Brüche 
im Zucker-Phosphat-Rückgrat. 
Schließlich fügen Methylasen Me- 
thylgruppen an den neu syntheti- 
sierten Strang an. 


die Glieder einer Kette miteinander verbunden sein. 
Das Enzym Topoisomerase IV beseitigt diese Struk- 
turen, indem sie bei einem der Chromosomen Brü- 
che in den Doppelstrang einfügt. Die zweite Kopie 
kann dann durch die erste gleiten und die Moleküle 
sind voneinander getrennt. 
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4.2 Entwindung der DNA 

a Öffnen des Replikationsursprun- A 
ges. Helikasen binden an die DNA c Entwirrung der Chromosomen 
und brechen die Wasserstoffbrü- 
cken auf, die die beiden Stränge 
zusammenhalten. Anschließend 
binden SSBs an die freiliegenden 
Stränge und verhindern so, dass 

sie sich wieder aneinanderlagern. 

b Entfernen der Superspiralisie- 
rung. Damit die Replikationsen- 
zyme an dem ganzen Chromosom 
entlanggleiten können, muss die 
DNA-Gyrase die Superspiralisierung 
beseitigen. c Entwirren der Chro- 
mosomen. Nachdem die Replikation 
von ringförmigen Chromosomen 
abgeschlossen ist, sind die beiden 
Tochterringe gelegentlich wie die 
Glieder einer Kette miteinander 
verbunden. Die Topoisomerase IV 
entwirrt die beiden Chromosomen, 
damit sie auf die Tochterzellen auf- 
geteilt werden können. 


Topoisomerase IV 
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DNA-Helikase, DNA-Gyrase und Topoisomerase 
IV entwinden und entwirren die superspiralisierte 
DNA während der Replikation. 


Priming der DNA-Synthese 


An dem geöffneten Replikationsursprung wird das 
Replisom zusammengesetzt. Es enthält die Enzyme 
für die Synthese des Leit- und Folgestranges sowie 
die Helikase und die SSB-Proteine. Im Gegensatz zur 
RNA-Polymerase benötigt die DNA-Polymerase eine 
3’-OH-Gruppe, an die die neuen Nucleotide ange- 
fügt werden können; die DNA-Polymerase verlängert 
einen Nucleinsäurestrang, beginnt aber nicht neu 
mit der Synthese. Aus diesem Grund wird zunächst 
ein 10 bis 12 bp langer RNA-Primer synthetisiert, 
von dem ausgehend die DNA-Polymerase den DNA- 
Strang herstellt. Am Replikationsursprung ersetzt 
ein Protein namens PriA die SSB-Proteine, sodass 
eine spezielle RNA-Polymerase, die Primase (DnaG), 
hinzutreten und Ribonucleotide zu einem kurzen 
RNA-Primer verknüpfen kann. Die Primase synthe- 
tisiert am Ursprung einen einzelnen Primer für den 
Leitstrang, für den Folgestrang stellt das Enzym da- 
gegen viele Primer her. Nun binden zwei Moleküle 
DNA-Polymerase III an die Primer des Leit- und 
Folgestranges und synthetisieren ausgehend von den 
3’-OH-Gruppen neue DNA (Abb. 4.3). 


Primase, eine spezielle RNA-Polymerase, entfernt 
mithilfe von PriA die SSB-Proteine und synthetisiert 
am Replikationsursprung einen kurzen RNA-Primer. 
Die DNA-Polymerase beginnt anschließend, aus- 
gehend von der 3’-OH-Gruppe des Primers, mit 

der Synthese des neuen DNA-Stranges. Fur die 
Synthese des Folgestranges wiederholt sich dieser 
Ablauf vielfach. 


Struktur und Funktion 
der DNA-Polymerase 


Die DNA-Polymerase III (PollIII) ist die wichtigste 
DNA-Polymerase, sie ist bei der Replikation des 
bakteriellen Chromosoms aktiv. Das Enzym besteht 
aus mehreren Untereinheiten (Abb. 4.4). Die Gleit- 
klammer ist ein ringförmiges Protein, das aus ei- 
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RNA-Primer 


viele 
RNA-Primer 


Eltern-DNA 


4.3 Die Strangsynthese erfordert einen RNA-Primer 
Die DNA-Polymerase kann nicht ohne eine freie 3’-OH- 
Gruppe mit der Synthese eines neuen DNA-Stranges be- 
ginnen. Die DNA-Replikation erfordert daher die Synthese 
eines RNA-Primers, damit die Strangsynthese beginnen 
kann. Fur den Leitstrang ist ein RNA-Primer notwendig, fur 
den Folgestrang sind es viele. 


nem Dimer aus DnaN-Proteinen besteht. An der 
Replikationsgabel legt sich mithilfe eines Clusters aus 
Hilfsproteinen, des Klammerbeladungskomplexes, 
je eine Klammer um einen DNA-Strang. Die beiden 
Gleitklammern binden an die beiden Core-Enzyme, 
von denen sich auf jedem DNA-Strang eines be- 
findet. Ein Core-Enzym besteht aus drei Unterein- 
heiten: DnaE (a-Untereinheit), das die Nucleotide 
miteinander verknüpft, DnaQ (e-Untereinheit), das 
die Korrekturlesefunktion übernimmt, und HolE 
(9-Untereinheit) mit unbekannter Funktion. Beginnt 
die «-Untereinheit mit dem Verknüpfen der Nucleo- 
tide, dann erkennt die e-Untereinheit die bei einer 
möglichen Fehlpaarung entstehenden Spannungen 
und entfernt die fehlgepaarte Base. Anschließend 
wird ein passendes Nucleotid eingefügt. Die DNA- 
Polymerase III aus Bakterien kann bis zu 1000 bp 
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pro Sekunde polymerisieren und besitzt daher eine 


außerordentlich hohe Enzymaktivitat. 


Die vielen Untereinheiten der DNA-Polymerase III 
arbeiten bei der Synthese eines neuen DNA-Stran- 
ges zusammen. Das Core-Enzym besteht aus zwei 
essenziellen Untereinheiten: der a-Untereinheit, 
die die Nucleotide miteinander verknüpft, und der 
e-Untereinheit, die sicherstellt, dass die Verknüp- 
fung korrekt ist. 


Gleit- 
klammer 
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Core- 
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einzelstrangige ®, 
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für die Synthese für die Synthese 
des Leitstranges des Folgestranges 
4.4 DNA-Polymerase Ill - der Zusammenbau der 


Untereinheiten 

Im oberen Teil der Abbildung ist eine einzelne Core- 
Untereinheit dargestellt, der untere Teil zeigt, wie sich 
diese Einheit mit einer weiteren Untereinheit zu einem 
Dimer zusammensetzt. Die dimere Untereinheit ent- 
hält nur einen Klammerbeladungskomplex, der mit der 
Syntheseeinheit für den Folgestrang verbunden ist. Die 
beiden Core-Proteine werden durch die -Untereinheit 
miteinander verbunden. 


Synthese des Folgestranges 


Unmittelbar nach der Synthese des neuen Folgestran- 
ges ist dieser von vielen RNA-Abschnitten, den ehe- 
maligen RNA-Primern, unterbrochen und es finden 
sich viele Einzelstrangbrüche entlang des Rückgrats, 
die geschlossen werden müssen (Abb. 4.5). Eine Mög- 
lichkeit ist, dass die RNaseH die RNA-Primer aus 
dem Folgestrang entfernt und die DNA-Polymerase 
I diese Bereiche mit einzelsträngiger DNA auffüllt. 
Alternativ kann die DNA-Polymerase I die RNA-Pri- 
mer auch an den Einzelstrangbrüchen erkennen und 
dann den Bereich etwa 10 Nucleotide stromabwärts 
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4.5 Verknüpfung der Okazaki-Fragmente 

Direkt nach der Synthese besteht der Folgestrang aus 
einer Reihe von sich abwechselnden Okazaki-Fragmenten 
und RNA-Primern. Nun bindet die DNA-Polymerase | an 
die Primerregion, beginnt an der DNA entlang zu wandern, 
baut dabei die RNA ab und ersetzt sie durch DNA. Nun 
schließt die DNA-Ligase die Einzelstrangbrüche im Zucker- 
Phosphat-Rückgrat. 
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des Bruches durch DNA ersetzen. Anschließend wer- 
den die DNA-Fragmente des Folgestranges durch 
eine von der DNA-Ligase katalysierte Ligationsre- 
aktion miteinander verbunden. Sowohl die DNA- 
Polymerase I als auch die DNA-Ligase sind wichtige 
Enzyme in der Molekularbiologie und werden in der 
Biotechnologie häufig verwendet. 


Da der Folgestrang in kleinen Stücken synthetisiert 
wird, müssen entweder DNA-Polymerase | oder 
RNaseH die vielen RNA-Primer-Bereiche ausschnei- 
den und durch DNA ersetzen. Die DNA-Ligase 
schließt dann die Einzelstrangbrüche im Zucker- 
Phosphat-Rückgrat des neuen DNA-Stranges. 


Fehlpaarungsreparatur 
nach der Replikation 


Nachdem die Replikation abgeschlossen ist, korrigiert 
das Fehlpaarungsreparatursystem Fehler der DNA- 
Polymerase. Wurde eine falsche Base eingebaut und 
hat die DNA-Polymerase den Schaden nicht selbst 
beseitigt, bildet sich an dieser Stelle der Helix eine 
kleine Auswölbung. Doch welche der beiden gegen- 
überliegenden Basen ist korrekt und welche wurde 
falsch eingebaut? Naheliegend ist, dass die Base im 
neuen Strang falsch ist, während es sich bei der Base 
im Elternstrang um die richtige handelt. Das Fehl- 
paarungsreparatursystem von E. coli (MutSHL) er- 
kennt den Originalstrang anhand der Methylierung. 
Unmittelbar nach der Replikation ist die DNA he- 
mimethyliert, d.h., der alte Strang besitzt Methyl- 
gruppen, die an verschiedene Basen geheftet sind, 
doch der neue Strang wurde noch nicht methyliert 
(s. Abb. 4.1). Einige dieser Methylgruppen schützen 
gegen Restriktionsenzyme, die von Bakterien synthe- 
tisiert werden (s. Kap.3), andere kennzeichnen den 
Elternstrang der DNA. Für die Anheftung des zweiten 
Typs von Methylgruppen sind in E. coli zwei Enzyme 
verantwortlich: DNA-Adenin-Methylase (Dam) ver- 
knüpft Methylgruppen mit dem Adenin in der Se- 
quenz GATC, und DNA-Cytosin-Methylase (Dcm) 
hängt eine Methylgruppe an das Cytosin in CCAGG 
oder CCTGG. Diese Enzyme methylieren den neuen 
Strang nach der Replikation, doch sie sind langsam. 
Dadurch bleibt dem Reparatursystem ausreichend 
Zeit, die Fehler zu finden und zu reparieren. 

Drei Gene von E. coli sind für die Fehlpaarungsre- 
paratur zuständig: mutS, mutL und mutH (Abb. 4.6). 
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4.6 Fehlpaarungsreparatur nach der Replikation 

MutS erkennt kurz nach der DNA-Replikation einen Fehler 
in der Basenpaarung. MutS lenkt das MutL- und zwei MutH- 
Proteine zu der Stelle mit der Fehlpaarung. MutH erkennt 
das am nächsten gelegene GATC des neuen Stranges an 
der Methylgruppe, die an den Elternstrang geheftet ist. 
MutH schneidet den nichtmethylierten Strang und die DNA 
zwischen dem Schnitt und der Fehlpaarung wird abgebaut. 
Der Bereich wird ersetzt und der Fehler ist korrigiert. 
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Das MutS-Protein erkennt die Auswölbung oder 
Spannung in der Struktur. MutH findet die nächste 
GATC-Sequenz und fügt einen Einzelstrangbruch 
in den nichtmethylierten, d.h. neu synthetisierten 
Strang ein. MutL bringt MutS (mit der Fehlpaarungs- 
stelle) und MutH (mit GATC), die weit voneinan- 
der entfernt liegen können, in eine räumliche Nähe. 
Schließlich wird die DNA des neuen Stranges von 
der DNA-Polymerase III abgebaut und durch die 
korrekte Sequenz ersetzt. 


In E. coli erkennen die für die Fehlpaarungsrepa- 
ratur verantwortlichen Proteine (MutSHL) eine bei 
der Replikation entstandene fehlerhafte Basen- 
paarung. Sie schneiden die neuen Nucleotide um 
diese Fehlpaarungsstelle herum aus und dirigieren 
die DNA-Polymerase III zu der nun einzelstrangigen 
Region, damit ein neuer, korrekter Strang syntheti- 
siert werden kann. 


Vergleich der Replikation 
bei „genetischen Einheiten“, 
Prokaryoten und Eukaryoten 


Obwohl der grundlegende Mechanismus der Repli- 
kation bei den meisten Organismen gleich ist, sind 
der Zeitpunkt, die Richtung und die Stellen für Ini- 
tiation und Termination doch sehr variabel. Die we- 
sentlichen Unterschiede bei der Replikation ergeben 
sich hauptsächlich aufgrund der ringförmigen bzw. 
linearen Struktur des Genoms. Normalerweise ist 
die DNA-Replikation in Pro- und Eukaryoten bidi- 
rektional, unabhängig davon, ob das Genom linear 
oder ringförmig ist. Die beiden Replikationsgabeln 
wandern in entgegengesetzte Richtungen und ent- 
winden dabei die DNA. In Bakterien wie E. coli 
gibt es nur einen Replikationsursprung, oriC. Die 
Replikation findet entlang des ringförmigen Chro- 
mosoms in beide Richtungen statt, bis sich die Ga- 
beln auf der gegenüberliegenden Seite des Chromo- 
soms, dem Terminus (terC) treffen. Ist die Hälfte 
des Chromosoms repliziert, ähnelt die Struktur dem 
griechischen Buchstaben 6, weshalb diese Art der Re- 
plikation auch als 6-(theta-)Replikation bezeichnet 
wird (Abb. 4.7). Aus dem einen ringförmigen Chro- 
mosom sind schließlich zwei Moleküle entstanden. 
Die 6-Replikation kommt auch bei vielen Plasmiden 
vor, wie dem F-Plasmid von E. coli, wenn die Zel- 
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4.7 6-Replikation 

In ringformigen Genomen oder Plasmiden erkennen die 
Replikationsenzyme den Replikationsursprung, entwinden 
die DNA und die Synthese von zwei neuen DNA-Strangen 
beginnt, wobei in jede Richtung ein Strang synthetisiert 
wird. Es entsteht eine Replikationsblase, die dem Chromo- 
som oder Plasmid eine Ahnlichkeit mit dem griechischen 
Buchstaben @ (theta) verleiht. Die beiden Replikationsga- 
beln wandern den Ring entlang, bis sie an der gegenüber- 
liegenden Seite aufeinander treffen. 
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4.8 Rolling circle-Replikation 

Bei der rolling circle-Replikation wird in einen Strang des 
Plasmids oder der viralen DNA ein Bruch eingefügt und 
der gespaltene Strang (rosa) trennt sich vom ringformig 
geschlossenen Strang (violett). Die Lücke, die bei dieser 
Trennung zurückbleibt, wird nun mit neuer DNA (grün) 


gefüllt, deren Synthese am Replikationsursprung beginnt. 


Die neu synthetisierte DNA ersetzt fortlaufend den line- 
aren Strang, bis der zu einem Ring geschlossene Strang 
komplett repliziert ist. Der lineare Einzelstrang wird bei 

diesem Prozess vollständig „abgerollt“. 


len asexuell wachsen und sich teilen (im Gegensatz 
zur Übertragung des Genoms auf eine andere Zelle 
durch Konjugation). 

Einige Plasmide und viele Viren replizieren ihre 
Genome durch einen Prozess, den man als rolling 
circle-Replikation bezeichnet (Abb. 4.8). Am Repli- 
kationsursprung wird einer der beiden DNA-Stränge 
gespalten und abgerollt. Die DNA wird ausgehend 
vom Replikationsursprung synthetisiert. Der ringför- 
mige Strang dient der DNA-Polymerase als Matrize, 
wenn das Enzym an diesem Strang entlang wandert. 
Währenddessen ragt der andere Elternstrang frei in 
das Cytoplasma, wird entfernt, zu einem neuen Ring 
geschlossen und schließlich ein zweiter Strang syn- 
thetisiert. Dadurch entstehen zwei Ringe aus Plas- 
mid- oder viraler DNA, jeder besteht aus einem 
ursprünglichen und einem neu synthetisierten DNA- 
Strang. 

Die rolling circle-Replikation kommt bei einigen 
viralen Genomen vor. Die Replikation ist jedoch 
nicht nach einer Runde beendet, sondern der Ring 
wird fortlaufend umkreist, und es werden mehr und 
mehr Kopien synthetisiert, die alle aneinander hän- 
gen und als Einzelstrang im Cytoplasma liegen. Der 
lange Strang neuer DNA kann, abhängig von dem 
Virustyp, zu einem Doppelstrang vervollständigt 
werden oder einzelsträngig bleiben. Schließlich wird 
der freie Strang zu Einheiten in Genomgröße zer- 
schnitten und in Viruspartikel verpackt. Einige Viren 
schließen diese Kopien vor der Verpackung zu einem 
Ring, andere lassen sie linear. 

Besonders problematisch ist die Replikation von 
längeren linearen DNA-Molekülen wie den Chro- 
mosomen des Menschen. Insbesondere die En- 
den sind schwierig zu replizieren, weil sich an den 
Chromosomenenden RNA-Primer befinden. Wird 
der Primer durch eine Exonuclease (MF1) entfernt, 
dann gibt es kein stromaufwärts liegendes freies 3’- 
OH-Ende, an das neue Nucleotide angefügt werden 
können, um die Lücke zu schließen. (In Eukaryoten 
gibt es keine Entsprechung zur DNA-Polymerase I 
mit ihrer Doppelfunktion. Eine unabhängige Exo- 
nuclease, MF1, entfernt die RNA-Primer und die 
DNA-Polymerase 6 füllt die Lücken.) Über viele 
Replikationsrunden hinweg verkürzen sich die En- 
den der linearen Chromosomen immer weiter. An 
den Enden jedes linearen Chromosoms befinden 
sich spezielle Strukturen, die man als Telomere 
bezeichnet und die verhindern, dass sich die Ver- 
kürzung der Chromosomen auf wichtige Gene aus- 
wirkt. Telomere bestehen aus vielen Tandemwieder- 
holungen einer kurzen Sequenz (beim Menschen 
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TTAGGG). Das Enzym Telomerase vermag die 
Telomere zu regenerieren, indem es eine RNA-Mat- 
rize für die Synthese neuer Sequenzwiederholungen 
nutzt. Dieses geschieht nur in einigen Zellen; in an- 
deren verkürzen sich die Telomere jedes Mal, wenn 
die Zelle ihre DNA repliziert. Eine Theorie geht 
davon aus, dass die Telomerverkürzung eine mo- 
lekulare Uhr ist, die das Alter der Zelle registriert 
und schließlich einen Selbstmord der Zelle aus- 
löst (s. Kap. 20). 

Die Länge der linearen Chromosomen stellt eben- 
falls ein Problem dar. Die Zeit, die die Synthese eines 
ganzen menschlichen Chromosoms in Anspruch 
nehmen würde, wäre zu lang, würde die Replika- 
tion nur an einem einzigen Ursprung beginnen. Um 
dieses Problem zu lösen, gibt es viele Replikationsur- 
sprünge, und von jedem geht die Replikation in beide 
Richtungen aus. Die Stränge werden synthetisiert, bis 
sie auf einen neuen, in die andere Richtung syntheti- 
sierten Strang treffen. 

Auch die Zellstruktur von Eukaryoten wirft ei- 
nige Probleme für die Replikation auf. (In Bakte- 
rien wird das Chromosom einfach repliziert, die 
beiden Kopien wandern an die Zellpole, und in der 
Mitte wird eine neue Zellwand eingezogen. Weder 
Kernmembranen noch Organellen, die sich teilen 
müssten, sind vorhanden; es gibt nur das Chromo- 
som und möglicherweise ein paar Plasmide.) In 
Eukaryoten existiert dagegen ein spezifischer Zell- 
zyklus mit vier Phasen, die Replikation findet nur 
während einer bestimmten Phase statt (Abb. 4.9). 
Die G,-Phase ist die Phase vor der DNA-Synthese. 
Sie ist unterschiedlich lang und beträgt für Hefe 
etwa 25 Minuten. Die nächste Phase ist die S- oder 
Synthesephase, in der das gesamte Genom repliziert 
wird. Diese Phase ist in der Regel am längsten und 
dauert in Hefe etwa 40 Minuten. Es folgt die dritte 
Phase, die G,-Phase, eine weitere Ruhephase vor der 
Mitose, der M-Phase. Während der Mitose teilt die 
Zelle ihre Zellwand und die Membranen auf zwei 
separate Zellen auf, und auch die neuen Chromo- 
somen und die anderen Zellkomponenten werden 
auf die beiden Tochterzellen verteilt. Das Signal 
für die Zellteilung ist von vielen Faktoren wie Um- 
gebung, Größe und Alter abhängig; vieles ist noch 
unbekannt. 

Die eukaryotische Mitose ist ein dynamischer 
Prozess, bei dem sich zelluläre Komponenten an 
neue Positionen in der Zelle bewegen. Bevor sich die 
Chromosomen nach der Replikation trennen und zu 
den entgegengesetzten Zellpolen wandern können, 
muss sich die Kernmembran auflösen. Die Chromo- 


somen sind über spezifische Sequenzen, die man als 
Centromere bezeichnet, an lange Fasern gebunden, 
die die Spindel bilden. Die Centromere gleiten die 
Spindelfasern entlang bis sie die Zellpole erreichen. 
Und auch andere Zellkomponenten wie Mitochon- 
drien, endoplasmatisches Reticulum, Lysosomen 
usw. werden zwischen den Tochterzellen aufgeteilt. 
Schließlich bildet sich eine neue Kernmembran um 
die Chromosomen jeder Tochterzelle. Die Dynamik 
dieses Prozesses wird immer noch untersucht und 
man findet immer noch neue Proteine und Moleküle, 
die in den unterschiedlichen Phasen der Mitose eine 
Rolle spielen. 


4.9 Der eukaryotische Zellzyklus 

Die DNA-Replikation findet während der S-Phase des 
Zellzyklus statt, doch die Chromosomen werden zu einem 
späteren Zeitpunkt, während der M- oder Mitosephase, 
voneinander getrennt. Zwischen S- und M-Phase liegen G, 
und G.. 
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Bakterien und Viren nutzen entweder die 
6-Replikation oder den rolling circle-Mechanismus, 
um ihr Genom zu duplizieren. 

Eukaryotische Zellen enthalten Chromosomen 
mit einer Vielzahl von Replikationsursprüngen. In 
bestimmten Zellen schützen Telomere die Chro- 
mosomenenden, weil sich die DNA sonst bei jeder 
Replikationsrunde verkürzen würde. In Eukaryoten 
findet die Replikation ausschließlich zu bestimmten 
Zeitpunkten während des Zellzyklus statt. 
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Die Synthese von DNA im Labor beruht auf den- 
selben grundlegenden Prinzipien, die für die Re- 
plikation beschrieben wurden (Abb. 4.10). Für die 
DNA-Replikation sind folgende Komponenten wich- 
tig: Enzyme, die die Doppelhelix öffnen, ein RNA- 
Primer mit einer freien 3’-OH-Gruppe, ein Gemisch 
aus Nucleotiden und die DNA-Polymerase, um die 
Anheftung und Verknüpfung neuer Nucleotide zu 
katalysieren. 

Um eine DNA-Replikation im Labor durchführen 
zu können, sind ein paar Abwandlungen des Prozes- 
ses notwendig. So fehlen z.B. die Enzyme für die Öff- 
nung und Entwindung der DNA-Matrize. Stattdessen 
wird die doppelsträngige DNA durch Hitze oder eine 
starke Base, die die Wasserstoffbrücken zwischen den 
beiden Strängen lösen, in einzelsträngige DNA über- 
führt. Alternativ zu diesem Verfahren werden auch 
Viren eingesetzt, die ihre DNA in einzelsträngiger 
Form verpacken. So vervielfältigt z.B. der E. coli- 
infizierende Bakteriophage M13 sein Genom mit- 
hilfe des rolling circle-Mechanismus und verpackt 
die einzelsträngige DNA in Viruspartikel, die ohne 
eine Lyse der Wirtszelle freigesetzt werden. Wird 
die DNA-Matrize in das M13-Genom kloniert, dann 
wird auch sie als Einzelstrang verpackt. Diese DNA 
lässt sich direkt aus den Viruspartikeln isolieren. 

Ebenso fehlt bei der DNA-Synthese im Labor ein 
RNA-Primer, da RNA relativ instabil ist und leicht 
abgebaut wird. Stattdessen verwendet man als Pri- 
mer ein kurzes einzelsträngiges Oligonucleotid aus 
DNA. (Solange der Primer ein freies 3’-OH-Ende zur 
Verfügung stellt, wird die DNA-Polymerase dieses 
Ende als Anknüpfungspunkt verwenden, unabhängig 
davon, ob es sich um RNA oder DNA handelt.) Die 
Primer werden chemisch synthetisiert (s. unten) und 


zu der einzelsträngigen DNA-Matrize gegeben. Die 
Sequenz des Oligonucleotid-Primers ist komplemen- 
tär zu einer kurzen Sequenz auf der DNA-Matrize. 
Für die Primersynthese darf die Sequenz der Matrize 
daher nicht vollkommen unbekannt sein. Ist das je- 
doch der Fall, dann kann man die Matrize zunächst 
in einen Vektor klonieren und anschließend die nahe 
der klonierten DNA liegenden, bekannten Vektorse- 
quenzen (wie den Bereich um den Polylinker) für die 
Primersynthese nutzen. 

Schließlich wird eine gereinigte DNA-Polymerase 
mit einem Gemisch aus Nucleotiden (dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP) zu Matrize und Primer gegeben. 


@ = DNA-Polymerase 
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4.10 DNA-Synthese in vitro 

Für die DNA-Synthese im Labor sind eine einzelsträngige 
DNA-Matrize, eine DNA-Polymerase, Oligonucleotid-Primer 
und Nucleotide notwendig. Die Synthese findet statt, 
wenn das Gemisch aus allen Komponenten bei der geeig- 
neten Temperatur inkubiert wird. 
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Der Primer lagert sich an die komplementäre Se- 
quenz auf der Matrize und wird von der DNA-Poly- 
merase verlängert, wodurch ein neuer DNA-Strang 
entsteht, der zur DNA-Matrize komplementär ist. 


Die in vitro-Replikation erfordert eine einzelsträn- 
gige DNA-Matrize, einen Primer, Nucleotide und die 
DNA-Polymerase. 


Chemische Synthese 
von DNA 


Die Synthese von DNA auf chemischem und nicht 
auf biologischem Wege war eine der ersten Tech- 
nologien, die in der Biotechnologie industriell an- 
gewendet wurden. Für den Einsatz der DNA-Re- 
plikation im Labor ist die Synthese eines kurzen 
DNA-Abschnittes unerlässlich. Die DNA-Polymerase 
kann DNA nicht ohne ein freies 3’-OH-Ende ver- 
längern. Um das Enzym in vitro nutzen zu können, 
muss daher ein kurzer Primer zugegeben werden. 
Solche Primer werden bei der DNA-Sequenzierung 
(s. unten), bei der Vervielfältigung (Amplifikation) 
von DNA mithilfe der PCR (s. unten) und für das 
Screening von Bibliotheken (s. Kap. 3) eingesetzt. Aus 
diesem Grund behandeln wir im Folgenden kurz die 
Synthese von Primern. 

Bereits kurz nachdem Watson und Crick ihre 
Ergebnisse zur Kristallstruktur der DNA veröffent- 
licht hatten, war man bestrebt, die chemische Syn- 
these von DNA zu etablieren. H. Gobind Khorana 
von der University of Chicago war ein Pionier auf 
dem Gebiet der Synthese von Oligonucleotiden. 
Rein technisch gesehen sind Oligonucleotide DNA- 
Stücke mit einer Länge von weniger als 20 Nucleoti- 
den. Heute bezeichnet der Begriff „Oligonucleotid“ 
allgemein einen kurzen, chemisch synthetisierten 
DNA-Abschnitt. Im Jahr 1970 synthetisierten Kho- 
ranas Mitarbeiter ein aktives tRNA-Molekiil mit ei- 
ner Lange von 72 Nucleotiden (Agarwal et al 1970). 
Die chemischen Reaktionen, die sie nutzten, waren 
ineffizient und umständlich, doch einige von Kho- 
ranas Ideen finden sich auch heute noch bei der 
Oligonucleotidsynthese wieder. Heutzutage ist das 
Verfahren automatisiert und wird von einem DNA- 
Syntheseapparat durchgeführt, der ein Nucleotid 
nach dem anderen in einer spezifischen Abfolge 
miteinander verknüpft. 


Im Gegensatz zur DNA-Synthese in vivo, wird die 
automatisierte Synthese in 3’—5’-Richtung durchge- 
führt. Der erste Schritt ist die Verknüpfung des ersten 
Nucleosids (einem Nucleosid fehlt im Gegensatz zu 
einem Nucleotid die Phosphatgruppe am C5-Atom 
der Pentose) an ein poröses Glaskügelchen. Dieses be- 
steht aus Glas mit kontrollierter Porosität, dem soge- 
nannten controlled pore glass (CPG). Das erste Nuc- 
leosid wird allerdings nicht direkt angeheftet, sondern 
ist über ein Spacermolekül, das an die 3’-OH-Gruppe 
des Nucleosids bindet, an dem Glaskügelchen fixiert 
(Abb.4.11). Die Kügelchen befinden sich in einer 
Säule, sodass sich die Reagenzien leicht zugeben und 
auch wieder auswaschen lassen. (Die Verwendung 
von CPG ist eine Verbesserung im Vergleich zu Kho- 
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gruppe 
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Nucleosid 


| Spacer 


Glaskügelchen 


4.11 Addition von Spacermolekülen und der ersten 
Base an das CPG 

Das erste Nucleosid ist über seine 3’-OH-Gruppe an ein 
Spacermolekül gebunden, das wiederum an ein Glaskügel- 
chen gekoppelt ist. 
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ranas Technologie. Er nutzte Polymerkügelchen, doch 
das Polymer quoll auf, wenn man die Reagenzien auf 
die Säule gab, wodurch die Synthese behindert wurde. 
CPG quillt dagegen nicht.) 

Bevor der Spacer mit der 3’-OH-Gruppe des Nu- 
cleosids verbunden wird, wird eine Schutzgruppe mit 
dessen 5’-OH-Ende verknüpft, sodass die 3’-OH- 
Gruppe als einzige reaktive Gruppe zur Verfügung 
steht. Khoranas Synthese war revolutionär, weil er als 
Schutzgruppe eine Dimethoxytrityl-(DMT-)gruppe 
wählte, die auch heute noch eingesetzt wird. DMT 
ist stark orange gefärbt und lässt sich von der 5’-OH- 
Gruppe leicht entfernen, sodass das nächste Nucleotid 


Exkurs 4.1 


mit dem ersten Nucleosid verknüpft werden kann. In 
der Praxis wird das Konstrukt aus CPG-Spacer-erstes 
Nucleosid gewaschen und anschließend die DMT- 
Gruppe mit einer schwachen Säure wie Trichloressig- 
säure (TCA) entfernt. Die 5’-OH-Gruppe liegt nun 
frei, um mit dem nächsten Nucleotid verknüpft zu 
werden. Die Effizienz bei der Entfernung des DMT ist 
ein kritischer Punkt. Wird DMT nicht vollständig be- 
seitigt, dann werden die potenziellen Oligonucleotide 
nicht verlängert. Die orange Farbe zeigt die Effizienz 
an und lässt sich leicht optisch messen. 

Jedes Nucleotid wird als sein Phosphoramidit (ge- 
nauer Nucleosidphosphoramidit) angefügt, das aus ei- 


Khorana, Nirenberg und Holley 


Har Gobind Khorana, Marshall W. Nirenberg und Robert 
W. Holley sind Pioniere auf dem Gebiet der Moleku- 
larbiologie. Die drei Wissenschaftler erhielten für ihre 
gemeinsamen Anstrengungen zur Entschlüsselung des 
genetischen Codes im Jahre 1968 den Nobelpreis für 
Physiologie oder Medizin. Khorana hatte ursprünglich mit 
der chemischen Synthese von DNA begonnen, um die 
Rolle verschiedener Enzyme zu erforschen. Sein Ziel war 
es, die Wirkungsweise von Nucleasen und Phosphodies- 
terasen zu verstehen, doch ohne eine definierte Nuclein- 
säure künstlich herstellen zu können, gestaltete sich die 
Arbeit an den Enzymen als schwierig. 

In Khoranas Labor wurde die chemische Synthese 
von Di-, Tri- und Tetranucleotiden etabliert. Statt einzelne 
Nucleotide miteinander zu verbinden, konzentrierten sich 
die Mitarbeiter auf die Synthese von Nucleotidgruppen. 
Auf chemischem Weg Blöcke von DNA zu synthetisieren, 
war ein grundlegendes Experiment, doch an der Ent- 
schlüsselung des genetischen Codes waren auch viele 
andere Entdeckungen maßgeblich beteiligt. 

Matthaei und Nirenberg (1961) entdeckten durch 
ihre Versuche, dass in einem Gemisch aus Polyuridylat 
(Poly(U)) und einem bakteriellen, zellfreien System zum 
Einbau von Aminosäuren Polyphenylalanin entsteht. Die- 
ses Experiment wies darauf hin, dass das Codon UUU die 
Aminosäure Phenylalanin codiert. In dieser Zeit arbeitete 
Robert Holley mit tRNA. Er identifizierte die Struktur der 
tRNA für Alanin, indem er tRNA‘* aus Hefe reinigte, sie 
mit Nucleasen in Fragmente spaltete und die Einzelteile 
mit ihren unterschiedlichen Größen und Erkennungsstel- 
len für Enzyme sinnvoll zusammensetzte. Ein anderer 
wichtiger Fortschritt war die Reinigung der DNA- und 
RNA-Polymerase. 

Diese Experimente wurden zu einer eleganten Me- 
thode kombiniert, mit deren Hilfe sich die Aminosäure 
bestimmten ließ, welche durch eine bestimmte Triplett- 


nucleotidsequenz codiert wird. Khoranas Gruppe begann 
zunächst mit der Synthese von doppelsträngigen DNA- 
Fragmenten aus Di-, Tri- und Tetranucleotiden. Eines 
dieser Fragmente hatte z.B. die folgende Struktur: 


SIETEREECZE3Z 
3’ AGAGAG 5’ 


Arthur Kornberg hatte für seine Entdeckung und die 
Reinigung der DNA-Polymerase | bereits den Nobelpreis 
erhalten. Khoranas Gruppe mischte ihre kurze, chemisch 
synthetisierte DNA mit gereinigter DNA-Polymerase, um 
lange Polydesoxynucleotide mit bekannter Sequenz her- 
zustellen. Als nächstes wurden die DNA-Stücke mit RNA- 
Polymerase gemischt, um lange Polyribonucleotide mit 
bekannter Sequenz zu synthetisieren. Diese wurden wie- 
derum mit dem von Matthaei und Nirenberg entworfenen 
zellfreien System gemischt, sodass Polypeptide entstan- 
den. Das oben gezeigte Dinucleotid führte zu einem Po- 
lypeptid aus sich abwechselndem Serin und Leucin. Das 
Experiment zeigte, dass TCT und CTC Serin bzw. Leucin 
codieren. Es gab allerdings keine Möglichkeit, genau zu 
bestimmen, welches Codon welche Aminosäure codiert, 
sodass weitere Experimente notwendig waren. 

Die Verwendung von gereinigten, '*C-markierten 
tRNAs leistete letztlich den entscheidenden Beitrag zur 
Entschlüsselung des Codes. Nirenberg und Leder (1964) 
mischten Khoranas synthetische Trinucleotide mit mar- 
kierten tRNAs und Ribosomen (Man beachte, dass die 
Isolierung von gereinigter tRNA ohne die Arbeit von Ro- 
bert W. Holley nicht möglich gewesen wäre.) und suchten 
nach einer Bindung von markierter tRNA an die Trinuc- 
leotidsequenz. Diese Experimente gaben Aufschluss über 
etliche Trinucleotidsequenzen, doch häufig waren die 
Ergebnisse nicht ganz eindeutig. Es war die Kombination 
dieser Arbeiten mit Khoranas Erkenntnissen, durch die 
der genetische Code entschlüsselt werden konnte. 
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4.12 Für die chemische Synthese von DNA werden 
Nucleosidphosphoramidite verwendet 

Die Nucleotide werden modifiziert, um sicherzustellen, 
dass die richtige Gruppe mit dem nächsten Reagens 
reagiert. Jedes Nucleotid trägt zum Schutz seiner 5’-OH- 
Gruppe eine DMT-Gruppe. Das 3’-OH wird durch eine 
Phosphoramiditgruppe aktiviert, die wiederum durch Di- 
isopropylamin geschützt ist. 


zweites 
Nucleotid 


aktivierende 
Gruppe 


erstes 


Nucleosid k n BS k n 


4.13 Anfiigen des zweiten Nucleotids 


ner Pentose, DMT am 5’-Ende der Pentose, dem Phos- 
phoramidit am 3’-Ende der Pentose und einer Base 
am 1’-Ende der Pentose besteht (Abb. 4.12). (Ein Pro- 
blem der frühen Oligonucleotidsynthese-Technologie 
war die Verzweigung. Das hinzutretende Nucleotid 
wurde nicht an das freie 5’-Ende gekoppelt, sondern es 
verband sich gelegentlich mit dem Phosphat zwischen 
zwei Nucleotiden.) Heutzutage tragt jedes hinzuge- 
fügte Nucleotid eine Diisopropylamingruppe, welche 
mit einer methylierten 3’-Phosphitgruppe verbunden 
ist. Diese Struktur schiitzt gegen eine unerwiinschte 
Verzweigung. Sie ist außerdem stabil und lässt sich für 
einen langen Zeitraum lagern. Vor der Zugabe eines 
weiteren Nucleotids wird die 3’-Phosphitgruppe die- 
ses Nucleotids durch Tetrazol aktiviert. Das Nucleotid 
wird nun zugegeben und reagiert über seine Phosphit- 
gruppe mit dem fixierten ersten Nucleosid, wodurch 
ein Dinucleotid entsteht (Abb. 4.13). 

Reagiert das letzte Nucleotid der wachsenden Kette 
nicht mit dem neu zum Reaktionsgemisch gegebenen, 
muss die wachsende Kette dauerhaft inaktiviert wer- 
den, um die Entstehung einer fehlerhaften Sequenz 
zu verhindern. Das 5’-OH aller Nucleotide, die nicht 


I Gil 
—> MeO -P -N 


Säure 


ki n 


Während der chemischen DNA-Synthese werden die Nucleotide in 3’5’-Richtung aneinandergefügt (in der entgegenge- 
setzten Richtung als bei der DNA-Synthese in vivo). Daher muss die 3’-OH-Gruppe des hinzutretenden Nucleotids aktiviert, 
die 5’-OH-Gruppe des Nucleotids aber blockiert werden (siehe oberes Nucleotid). Bei dem Nucleotid, das bereits mit dem 
Glaskügelchen verbunden ist, muss die Schutzgruppe vom 5’-OH des Nucleotids durch die Behandlung mit einer schwa- 
chen Säure entfernt werden. Tritt das zweite Nucleotid hinzu, reagiert diese Gruppe, und es entsteht ein Dinucleotid. 
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4.14 Oxidation wandelt einen Phosphittriester in 
einen Phosphotriester um 

Der Phosphittriester wird durch Zugabe von lod zu einem 
Phosphotriester oxidiert. Dadurch wird das Dinucleotid für 
weitere Reaktionen stabilisiert. 


reagiert haben, wird mit Essigsäureanhydrid und Di- 
methylaminopyridin acetyliert. Die Verlängerung der 
Kette ist damit beendet und es können keine weiteren 
Nucleosidphosphoramidite angefügt werden. 

Die Säule besteht nun aus CPG-Spacer-erstes 
Nucleosid-Phosphit-zweites Nucleosid-DMT. Phos- 
phite werden verwendet, weil sie viel schneller re- 
agieren, doch sie sind nicht stabil. Durch die Zugabe 
von Iod wird der Phosphittriester zu einem normalen 
Phosphotriester oxidiert, der unter sauren Bedingun- 
gen viel stabiler ist (Abb. 4.14). 

Die Säule kann nun für die Anheftung des drit- 
ten Nucleotids vorbereitet werden. Das DMT wird 
mit TCA entfernt und das dritte Nucleosidphos- 
phoramidit wird zugegeben. Die Ketten werden inak- 
tiviert, sodass alle Dinucleotide, die mit dem dritten 
Phosphoramidit nicht reagiert haben, vor der Verlän- 
gerung mit weiteren Nucleotiden geschiitzt werden. 
Schließlich wird der Phosphittriester zu einem Phos- 
photriester oxidiert. Dieser Ablauf wiederholt sich, bis 
alle gewünschten Nucleotide angefügt wurden und 
das Endprodukt die korrekte Sequenz hat (Abb. 4.15). 

Nach Anfügen des letzten Nucleosidphosphor- 
amidits besitzt das Oligonucleotid immer noch die 
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4.15 Flussdiagramm der Oligonucleotidsynthese 

Die Oligonucleotidsynthese besteht aus vielen sich wie- 
derholenden Schritten. Das erste Nucleosid wird über ein 
Spacermolekül an ein Glaskügelchen gebunden. Als nächs- 
tes wird das 5’-DMT entfernt und ein aktiviertes Nucle- 
osidphosphoramidit an das 5’-Ende des ersten Nucleosids 
gefügt. Alle ersten Nucleoside, die nicht mit dem zweiten 
Nucleotid reagiert haben, werden dauerhaft inaktiviert, um 
eine weitere Verlängerung zu verhindern. Als nächstes wird 
der Phosphittriester zu einem Phosphotriester oxidiert. 
Diese Schritte (grün) werden wiederholt, bis das Oligonuc- 
leotid die gewünschte Länge erreicht hat. Anschließend 
durchläuft das Molekül die ocker gefärbten Schritte. 
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DMT-Schutzgruppe am 5’-OH, die Phosphotriester 
tragen immer noch Methylgruppen und die Amino- 
gruppen der Basen sind geschützt. (Aminogruppen 
würden während der Synthese mit dem Reagens 
reagieren, weshalb sie vor der Verknüpfung mit der 
wachsenden Kette mit chemischen Schutzgruppen 
versehen werden.) Alle drei Arten von Schutzgrup- 
pen müssen entfernt werden, bevor man die Oligo- 
nucleotide von der Säule löst. Um die Oligonucleo- 
tide biologisch zu aktivieren, ist es auch notwendig, 
die 5°-OH-Gruppe zu phosphorylieren. In der Regel 
wird eine Kinase aus dem Bakteriophagen T4 ver- 
wendet, um eine Phosphatgruppe vom ATP auf das 
5’-Ende des Oligonucleotids zu übertragen. Das neu 
synthetisierte Oligonucleotid ist nun fertiggestellt. 


DNA lässt sich chemisch synthetisieren, indem an 
ein Nucleosid, das an ein Glaskügelchen gebunden 
ist, weitere Nucleotide gekoppelt werden. Bei jedem 
angefügten Nucleotid müssen die Schutzgruppen so 
modifiziert werden, dass das nächste Nucleotid an- 
gehängt werden kann. Der letzte Syntheseschritt ist 
das Anheften einer Phosphatgruppe an das 5’-Ende. 


Chemische Synthese von 
vollständigen Genen 


Wie bereits erwähnt, reagiert bei jeder Addition eines 
Nucleosids im Rahmen der chemischen Synthese ein 
Teil der Oligonucleotide nicht mit der nächsten Base, 
diese Oligonucleotide werden mit einer Acetylgruppe 
dauerhaft inaktiviert. Die Effizienz der Nucleotidad- 
dition ist bedeutend, denn wäre sie bei jedem Schritt 
gering, dann würde die Zahl der vollständigen Oligo- 
nucleotide exponentiell abnehmen. Läge die Effizienz 
z.B. in jeder Runde bei 50% und nur die Hälfte der 
Oligonucleotide stünde für die Addition der nächsten 
Base zur Verfügung, dann trüge nur ein Viertel der 
Oligonucleotide die dritte Base, ein Achtel die vierte 
Base usw. Selbst wenn das Endprodukt eine Länge 
von nur 10 Basen hätte, führte die geringe Kopplungs- 
effizienz nur zu einer winzigen Menge von Produkten 
mit vollständiger Länge. DNA-Syntheseapparate müs- 
sen daher in jeder Runde eine Effizienz von etwa 98 % 
haben, sodass zu kurze Produkte nur einen Bruchteil 
des Endproduktes ausmachen. Mit einer hohen Effi- 
zienz ist es möglich, längere DNA-Abschnitte zu syn- 
thetisieren. Beträgt die Effizienz 98%, dann wäre die 


Ausbeute für ein 100 Nucleotide umfassendes Oligo- 
nucleotid 10%. Wird das gewünschte Oligonucleotid 
von den zu kurzen Produkten durch Elektrophorese 
getrennt (s. Kap. 3), lassen sich viele vollständige Pro- 
dukte gewinnen. 

Vollständige Gene lassen sich synthetisieren, in- 
dem man kürzere Oligonucleotide miteinander ver- 
knüpft (Abb. 4.16). Ist die vollständige Sequenz eines 
Gens bekannt, dann können lange Oligonucleotide 
synthetisiert werden, die mit der Gensequenz iden- 
tisch sind. Die Effizienz des DNA-Syntheseapparates 
begrenzt in der Regel die Länge jedes Segmentes auf 
etwa 100 Basen; die Gensegmente werden daher mit 
überlappenden Enden hergestellt. Da Oligonucleo- 
tide einzelsträngig sind, werden beide Stränge des 
Gens synthetisiert, diese lagern sich aneinander, und 
die Segmente werden durch eine Ligase miteinander 
verknüpft. Eine weitere Strategie für den Zusammen- 
bau ist die Synthese von nur teilweise überlappen- 
den Einzelsträngen. Die DNA-Polymerase I füllt an- 
schließend die großen einzelsträngigen Lücken auf. 


Wenn jede Base mit hoher Effizienz an das wach- 
sende Oligonucleotid gekoppelt wird, lassen sich 
lange DNA-Abschnitte synthetisieren. Diese Seg- 
mente können zu einem vollständigen Gen zusam- 
mengesetzt werden. 


Durch in vitro-DNA-Synthese 
lässt sich die Basensequenz 
ermitteln 


Eine der Triebkräfte für die Fortschritte in der Bio- 
technologie ist ohne Zweifel die Möglichkeit, die Se- 
quenz jedes Gens schnell und leicht bestimmen zu 
können. Bevor die Sequenzierung zu einer Routine- 
methode wurde, war die Identifizierung eines Gens 
eine große Herausforderung. Frederick Sanger ent- 
wickelte im Jahre 1974 eine Methode zur Sequenzie- 
rung eines Gens in vitro. Er interessierte sich für die 
Aminosäuresequenz von Insulin und hatte sich zum 
Ziel gesetzt, diese Sequenz von der Nucleotidsequenz 
abzuleiten. Er etablierte die Kettenabbruchsequen- 
zierung, die auch heute noch in Grundzügen ange- 
wendet wird (Abb. 4.17). Ähnlich wie die DNA-Rep- 
likation erfordert die Kettenabbruchsequenzierung ei- 
nen Primer, die DNA-Polymerase, eine einzelsträngige 


Durch in vitro-DNA-Synthese lässt sich die Basensequenz ermitteln 
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a vollständige Synthese beider Stränge 
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4.16 Synthese und Zusammenbau eines Gens 


b partielle Synthese gefolgt von 
der Polymerase 


Synthese von Oligonucleotiden 


Anlagerung 


Auffüllen der Lücken mit der DNA-Polymerase | 
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von der DNA-Polymerase synthetisierte DNA 


DNA-Ligase schließt die Einzelstrangbrüche 


a Vollständige Synthese beider Stränge. Kleine Gene lassen sich chemisch synthetisieren, indem man überlappende Oli- 
gonucleotide herstellt. Die vollständige Sequenz eines Gens, sowohl die des codierenden als auch des nichtcodierenden 
Stranges, wird ausgehend von kurzen Oligonucleotiden hergestellt. Diese lagern sich aneinander und bilden eine doppel- 
strängige DNA mit Lücken im Zucker-Phosphat-Rückgrat der Einzelstränge. Die Einzelstrangbrüche werden durch eine 

DNA-Ligase geschlossen. b Partielle Synthese gefolgt von der Polymeraseaktivität. Um längere DNA-Stücke herzustellen 
werden Oligonucleotide synthetisiert, von denen jeweils nur ein kleiner Bereich der Sequenz mit dem nächsten Oligonu- 
cleotid überlappt. Die gesamte Sequenz wird synthetisiert, doch sowohl im codierenden als auch im nichtcodierenden 

Strang sind Lücken vorhanden. Diese werden mithilfe der DNA-Polymerase | gefüllt, und eine Ligase schließt die verblei- 


benden Einzelstrangbrüche im Rückgrat. 


DNA-Matrize und Desoxynucleotide. Für die in vitro 
ablaufende Sequenzierreaktion werden die Kompo- 
nenten gemischt, und die DNA-Polymerase stellt viele 
Kopien der Matrize her. Um die Sequenz ableiten zu 
können, wird die Verlängerung der DNA-Ketten je- 
doch an bestimmten Basenpaaren abgebrochen. Die 
Fragmente werden anschließend durch Gelelektro- 
phorese aufgetrennt. Ist das letzte Basenpaar jedes 
Fragments bekannt, lässt sich die Sequenz direkt von 
dem Gel ablesen (gelesen wird von unten nach oben). 

Doch wie weiß man, welches die letzte Base eines 
Fragments ist? Die DNA-Polymerase synthetisiert ei- 
nen neuen DNA-Strang anhand der Matrizensequenz. 


Die Kette besteht aus Desoxynucleotiden, jedes mit 
einer Hydroxylgruppe an der 3’-Position des Desoxy- 
riboseringes. Die DNA-Polymerase fügt das nächste 
Nucleotid an, indem sie dessen 5’-Phosphat mit der 
3’-Hydroxylgruppe des vorherigen Nucleotids ver- 
knüpft. Fehlt diesem Nucleotid jedoch die 3’-Hydro- 
xylgruppe, dann können keine weiteren Nucleotide 
angehängt werden und die Kettenverlängerung ist be- 
endet (Abb.4.18). Daher wird dem Reaktionsansatz 
für die Sequenzierung neben den Desoxynucleotiden 
ein gewisser Prozentsatz an Nucleotiden ohne 3’-Hy- 
droxylgruppe zugegeben, die als Didesoxynucleotide 
bezeichnet werden. Ursprünglich wurden diese Di- 
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4.17 Sequenzieren mithilfe der Kettenabbruchmethode 
Bei der Kettenabbruchmethode synthetisiert die DNA-Poly- 
merase ausgehend von einer einzelsträngigen Matrize viele 
verschiedene DNA-Stränge. Das Enzym bricht nach ver- 
schiedenen Nucleotiden ab, sodass Stränge aller möglichen 
Längen entstehen. Diese werden durch Gelelektrophorese 
aufgetrennt. Die kleinsten Fragmente, die sich unten befin- 
den, bestehen aus dem Primer und dem ersten Nucleotid 
der DNA-Matrize. Längere Fragmente bestehen dagegen 
aus dem Primer und längeren Nucleotidsträngen, die kom- 
plementär zur DNA-Matrize sind. 


a zufälliger Stopp an den „G"-Positionen 


Ursprungssequenz: 
TCGGACCGCTGGTAGCA 


Gemisch von Fragmenten, die bei einem G enden, 
durch die Verwendung von radioaktiv markierten 
dCTP (©), dATP, dTTP und einem Gemisch aus 
dGTP ( ) und ddGTP (G). 


TEG 

2, TEGG 

3. TCGGACCG 

4. TCGGACCGCTG 

5. TCGGACCGCTGG 

6. TCGGACCGCTGGTAG 


b Auftrennung auf dem Sequenziergel 
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4.18 Kettenabbruch durch Didesoxynucleotide 

a Bei der Sequenzierreaktion stellt die DNA-Polymerase 
viele Kopien der Originalsequenz her. Die Reaktionsgemi- 
sche für die Sequenzierung enthalten Didesoxynucleotide, 
die die Verlängerung der DNA-Ketten beenden. Das hier 
dargestellte Beispiel zeigt die G-Reaktion; das Reaktions- 
gemisch enthält Triphosphate sowohl von Desoxyguanosin 
(dG) als auch von Didesoxyguanosin (ddG). Wird ddG ein- 
gebaut (rot), dann verursacht dies einen Kettenabbruch. 
Wird dG (blau) eingebaut, dann wird die Kette weiter 
verlängert. (Es ist zu beachten, dass das normale dCTP 
radioaktiv markiert ist, sodass jeder Strang durch Autora- 
diographie sichtbar gemacht werden kann.) b Trennt man 
den Reaktionsansatz mit dem ddG nach der Reaktion über 
ein Polyacrylamidgel auf, dann werden die Fragmente 
nach ihrer Größe getrennt. Jede Bande auf dem Autoradio- 
gramm entspricht einem G in der Originalsequenz. 


Durch in vitro-DNA-Synthese lässt sich die Basensequenz ermitteln 
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desoxynucleotide mit °”P-Phosphat markiert, das sich 
dann am Ende eines Stranges befand. Für die Verstär- 
kung des Signals wird nun eines der vier normalen 
Desoxynucleotide radioaktiv markiert. Die radioaktive 
Markierung der Fragmente lässt sich über Autoradio- 
graphie des Sequenziergels nachweisen (s. Kap.3). Um 
das letzte Nucleotid zu identifizieren, werden mit jeder 
Matrize vier verschiedene Reaktionen durchgeführt, 
jede mit einem anderen der vier möglichen Didesoxy- 
nucleotide. So enthält Reaktion 1 z.B. alle normalen 
Desoxynucleotide und einen gewissen Anteil Dides- 
oxyguanosin; alle Fragmente, die in diesem Gemisch 
entstehen, enden an einer Stelle, an der Guanosin in 
der Sequenz vorkommt. Reaktionsansatz 2 ist ähnlich 
zusammengesetzt, enthält jedoch Didesoxycytidin als 
Abbruchnucleotid, wodurch alle entstehenden Frag- 
mente mit einem Cytidin enden. Jede Reaktion läuft an 
der gleichen DNA-Matrize ab und mit gleichem Pri- 
mer, sodass jedes Segment an derselben Stelle beginnt. 
Nur die Stellen des Abbruchs unterscheiden sich. Sol- 
che Reaktionen führen in der Regel zu Fragmenten mit 
einer Länge von maximal 300 Nucleotiden. 

Die Fragmente sind für DNA relativ kurz und 
variieren in ihrer Länge nur um ein Nucleotid; daher 
müssen sie mithilfe einer Polyacrylamidgelelektropho- 
rese entsprechend ihrer Größe aufgetrennt werden 
(s. Kap. 3). Das Prinzip ist das gleiche, wie bei der 
Agarosegelelektrophorese. Polyacrylamid besitzt aller- 
dings kleinere Poren, sodass sich kleinere Fragmente 
mit einer höheren Auflösung trennen lassen. Jede Re- 
aktion wird in einer anderen Spur aufgetragen, die 
Spuren liegen jedoch unmittelbar nebeneinander. Eine 
Autoradiographie macht die Fragmente im Gel sicht- 
bar. Wird das Sequenziergel getrocknet und ein Rönt- 
genfilm aufgelegt, dann zeigt der Film nach der Ent- 
wicklung dunkle Banden, die jeweils ein terminiertes 
Fragment darstellen. Die Sequenz lässt sich nun von 
unten nach oben lesen. Die Fragmente, deren Synthese 
bereits unmittelbar hinter dem Primer beendet war, 
sind die kürzesten, sie haben sich schneller durch das 
Gel bewegt als die, deren Synthese weiter vom Primer 
entfernt beendet war. Die Banden erscheinen als eine 
Art Leiter, bei der jede Sprosse durch ein anderes Nuc- 
leotid repräsentiert wird (Abb. 4.19). 

Die Art der Matrize hat einen Einfluss darauf, ob 
die Reaktion eine lesbare Sequenz ergibt oder nicht. 
Eine einzelsträngige DNA-Matrize liefert die besten 
Ergebnisse. Sie lässt sich durch Klonierung der DNA 
in den Bakteriophagen M13 gewinnen, der eine ein- 
zelsträngige DNA besitzt. Infiziert das rekombinante 
Virus seinen Wirt E. coli, entstehen durch rolling cir- 
cle-Replikation und Verpackung der DNA Tausende 
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4.19 Autoradiogramm eines Sequenziergels 
Dargestellt ist die Sequenzierung von zwei verschiedenen 
DNA-Matrizen. Die beiden Sequenzen bestehen jeweils 
aus vier Spuren, jede Spur repräsentiert eine der vier 
Basen. Die Sequenz wird von unten nach oben gelesen. 
(Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Kiswar 
Alam, Labor des Autors.) 
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von einzelsträngigen Kopien der DNA-Matrize, die 
sich für die Sequenzierung einsetzen lassen. Eine 
weitere Möglichkeit ist die Klonierung der Zielse- 
quenz in einen typischen Plasmidvektor (s. Kap. 3). 
Die doppelsträngige DNA-Matrize wird entweder 
durch Hitze oder Chemikalien denaturiert. 

Um die in vitro-Sequenzierung zu verbessern, 
wurde die native DNA-Polymerase modifiziert. Die 
native DNA-Polymerase I besitzt eine Domäne, die 
fehlgepaarte oder fehlerhafte Basen ausschneidet und 
ersetzt. Durch diese Aktivität würden Didesoxynuc- 
leotide eher entfernt als eingebaut. Die entsprechende 
Domäne lässt sich leicht durch einen Proteaseverdau 
aus der gereinigten DNA-Polymerase ausschneiden, 
ohne die anderen Aktivitäten des Enzyms zu beein- 
trächtigen, es entsteht eine sogenannte Klenow-Poly- 
merase. Das Enzym wurde durch weitere Modifika- 
tionen den Erfordernissen der Sequenzierung noch 
stärker angepasst. Die gentechnische Veränderung 
verbesserte die Prozessivität - die Polymerase fällt 
seltener von der Matrize ab, dadurch ist die Synthese 
längerer Stränge möglich. 


Die Reihenfolge der Nucleotide in einem DNA-Strang 
lässt sich durch in vitro-Replikation ermitteln. 
Didesoxynucleotide sind der Schlüssel zur Be- 
stimmung der Sequenz. Werden diese Nucleotide 
bei einer in vitro-Replikation eingebaut, kann die 
DNA-Polymerase keine weiteren Nucleotide hin- 
zufügen und die Synthesereaktion bricht ab. Ist 
nur eine Form von Didesoxynucleotiden im Reak- 
tionsgemisch vorhanden, unterscheiden sich die 
entstehenden Fragmente dennoch in ihrer Länge. 
Jede Fragmentlänge entspricht der Position des 
Didesoxynucleotids relativ zum Primer. 


Die Polymeraseketten- 
reaktion nutzt die in vitro- 
Synthese, um geringe 
DNA-Mengen zu vermehren 


Die Polymerasekettenreaktion (PCR) vervielfältigt 
geringe Mengen an DNA und stellt viele Kopien der 
DNA-Sequenz her. Dieser Methode liegen die Prinzi- 
pien der DNA-Replikation zugrunde, d.h. die DNA 
wird immer wieder von der DNA-Polymerase repli- 
ziert, bis eine große Menge an Fragmenten hergestellt 


ist. Kary Mullis erfand diese Technik 1987 während 
seiner Tätigkeit bei dem Biotechnologieunterneh- 
men Cetus. Er erhielt daraufhin den Nobelpreis für 
Chemie, da die PCR auf die Biologie und die Wis- 
senschaft im Allgemeinen einen enormen Einfluss 
hatte. Das Verfahren wird in der Forensik eingesetzt, 
um Opfer oder Kriminelle zu identifizieren. Geringe 
DNA-Mengen, die am Tatort zurückbleiben, lassen 
sich so vermehren (s. Kap. 24); ebenso ist es möglich, 
mithilfe der PCR infektiöse Krankheiten wie AIDS 
nachzuweisen, noch bevor sich Symptome entwi- 
ckeln (s. Kap. 22); durch PCR lassen sich spezifische 
Gensegmente vervielfältigen, ohne die Segmente zu- 
erst klonieren zu müssen; PCR wird heute in allen 
Bereichen der Biowissenschaften eingesetzt. 

Für die Durchführung einer PCR sind, wie bei ei- 
nem Kopierer, der Papier, Tinte und einen Kopierme- 
chanismus benötigt, spezifische Reagenzien notwen- 
dig. Die zu vervielfältigende Probe wird als DNA- 
Matrize (engl. template) bezeichnet und ist häufig 
eine bekannte Sequenz eines Gens. Die Matrize ist 
doppelsträngig und für die Reaktion reichen extrem 
kleine Mengen aus. PCR vermag ein bestimmtes 
Gensegment direkt aus einem Caenorhabditis elegans- 
Individuum oder einer einzigen Zelle zu vermehren. 
Das zweite essenzielle Reagens ist ein Primerpaar mit 
Sequenzen, die komplementär sind zu den Enden der 
DNA-Matrize. Bei den DNA-Primern handelt es sich 
um Oligonucleotide mit einer Lange von etwa acht 
bis 20 Nucleotiden. Ein Primer lagert sich an das 5’- 
Ende des Sense-Stranges, der andere an das 3’-Ende 
des Antisense-Stranges der Zielsequenz. Weil die Pri- 
mer spezifisch sind, kann die Matrize auch gemischt 
mit anderen DNA-Sequenzen vorliegen, die Reaktion 
wird dennoch spezifisch ablaufen. Das dritte Reagens 
ist eine Mischung aus Nucleosidtriphosphaten und 
das vierte ist die Tag-DNA-Polymerase aus Thermus 
aquaticus, die die einzelnen Kopien synthetisiert. 

Der grundlegende Mechanismus der PCR besteht 
aus der Hitzedenaturierung der Matrize, der Anlage- 
rung der Primer und der Herstellung der komplemen- 
tären Kopie durch die DNA-Polymerase - allesamt 
Schritte der DNA-Replikation. Diese drei Schritte 
werden mehrfach wiederholt, bis von einer Matrize 
Millionen identischer Kopien synthetisiert wurden. 
Eine sehr geringe Menge an DNA wird auf diese 
Weise exponentiell kopiert, sodass sie in einen Vektor 
kloniert oder auf einem Agarosegel sichtbar gemacht 
werden kann (s. Kap. 3). Der Prozess erfordert einen 
zyklischen Temperaturwechsel. Dieser wird durch 
eine Apparatur bewerkstelligt, die als Thermocycler 
bezeichnet wird und deren Heizblock die Temperatur 
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4.20 Die ersten drei Zyklen 
der PCR 

Im ersten Zyklus wird die doppel- 
strängige DNA-Matrize (hellvio- 


der Produkte lett) denaturiert, komplementäre 
des ersten „, En Primer lagern sich an die Primer- 
5 3° | syntheti- . : 
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extrem schnell verändern kann. Ein Zyklus ist inner- 
halb von Minuten beendet. Die Temperatur ändert 
sich von 94 °C (Denaturierung der Matrize) auf 
50-60 °C (Anlagerung der Primer; die Temperatur 
ist abhängig von Länge und Sequenz der Primer) und 
schließlich auf ca. 70 °C (Synthese der neuen DNA 
durch die Taq-Polymerase). Vor der Entwicklung des 


der Matrize (rot). In der zweiten 
Runde werden die beiden doppel- 
strangigen Produkte des ersten 
Zyklus denaturiert und es entste- 
hen vier einzelstrangige Matrizen. 
Die gleichen Primer lagern sich 
an die vier Matrizenstrange und 


die Tag-Polymerase synthetisiert 

vier doppelsträngige Moleküle 
Dieses kurze (dunkelviolett). Im dritten Zyklus 
werden die vier doppelsträngigen 
vervielfältigt Produkte des zweiten Zyklus de- 

<< und herrscht naturiert, die Primer lagern sich 

vor, wenn die an, und aus den vier Produkten 
ZYKED voll: des zweiten Zyklus werden acht. 
ständig durch- i 
arenend In jedem nachfolgenden Zyklus 


aus Denaturierung, Anlagerung 
und Verlängerung verdoppelt sich 
die Zahl der Kopien, wodurch 
eine geringe Menge an DNA- 
Matrize zu einer großen Menge 
an PCR-Produkt vermehrt wird. 


Thermocyclers wurde der Reaktionsansatz für die 
entsprechenden Zeiträume in unterschiedlich tempe- 
rierten Wasserbädern inkubiert - ein sehr mühsames 
und nicht sehr genaues Unterfangen. 

In Grundzügen erinnert die PCR an die DNA- 
Replikation, jedoch mit ein paar Modifikationen 
(Abb. 4.20). Wie bei anderen Reaktionen einer in vi- 
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tro-DNA-Synthese wird die doppelsträngige Matrize 
durch hohe Temperaturen denaturiert, statt mithilfe 
von Enzymen. Dann wird die Temperatur gesenkt, 
sodass sich die Primer an ihre Bindungsstellen an- 
lagern können. Die Primer sind so beschaffen, dass 
sie an gegenüberliegende Stellen auf den Strängen 
binden, einer am Anfang eines Gens, der andere am 
Ende. Dann verlängert die DNA-Polymerase beide 
Primer und wandelt die beiden einzelsträngigen Ma- 
trizen in doppelsträngige DNA um. (Anmerkung: Bei 
der Sequenzierung wird nur ein Primer verwendet 
und nur ein Matrizenstrang repliziert, bei der PCR 
sind es jedoch beide Stränge.) Für die Synthese wird 
am häufigsten die Taq-Polymerase eingesetzt, weil 
sie sehr hitzestabil ist und bei den hohen Temperatu- 
ren nicht denaturiert, die für die Denaturierung der 
DNA notwendig sind. Die Taq-Polymerase stammt 
aus Thermus aquaticus, einem Bakterium, das in 
hydrothermalen Tiefseequellen vorkommt. Nach der 
ersten Replikationsrunde wird der Prozess wieder- 
holt. Die beiden DNA-Stränge werden denaturiert, 
die Temperatur gesenkt und die Primer lagern sich an 
ihre Zielsequenzen an. Die Taq-Polymerase syntheti- 
siert die nächsten vier Stränge und in dieser Runde 
werden vier doppelsträngige Kopien der Zielsequenz 
gebildet. Zu Beginn des Prozesses entstehen längere 
Stränge, deren Zahl jedoch nur linear ansteigt; nur 
der von den beiden Primern flankierte Abschnitt 
wird exponentiell vervielfältigt, sodass die Matrize 
und die langen Stränge mit der Zeit nur noch einen 
kleinen Teil des Produkts ausmachen. 

Die Primer sind der Schlüssel für die PCR. Lagern 
sich die Primer nicht an die vorgesehenen Stellen, ist 
der Abstand zwischen ihnen zu groß oder bilden sie 
Sekundärstrukturen aus, statt sich an die Zielsequenz 
zu lagern, ist es für die Taq-Polymerase unmöglich, 
den Abschnitt genau zu amplifizieren. Die Reaktion 
wird auch nicht korrekt ablaufen, wenn beide Primer 
an denselben Strang binden. Ist die Sequenz der Ma- 
trize bekannt, kann man Primer synthetisieren, die 
an Sequenzen binden, welche stromaufwärts bzw. 
stromabwärts einer zu vervielfältigenden Region lie- 
gen. Das Verfahren lässt sich allerdings so verändern, 
dass auch unbekannte Sequenzen mittels PCR analy- 
siert werden können (s. unten). 


Bei der PCR wird mithilfe der DNA-Polymerase eine 
doppelsträngige Matrize repliziert, sodass zwei 
Kopien entstehen. Wird jedes der Produkte wieder 
repliziert, entstehen in der zweiten Runde schon 
vier Kopien usw. Die Zahl der Kopien nimmt also 
exponentiell zu. 


Die automatisierte Zyklus- 
sequenzierung verknüpft 
PCR und Sequenzierung 


Die automatisierte DNA-Sequenzierung nutzt eine 
PCR-ähnliche Reaktion. Die Methode stellt gegen- 
über der herkömmlichen eine Verbesserung dar, weil 
sie schnell ist und die Auswertung von einem Com- 
puter durchgeführt werden kann, statt von einem 
Menschen. Bei der PCR-Sequenzierung, oder der 
Zyklussequenzierung, wird eine DNA-Matrize mit 
einer unbekannten Sequenz durch die Taq-Polyme- 
rase und nicht durch die Klenow-Polymerase verviel- 
faltigt. Wie bei der DNA-Polymerase I wurde auch 
bei der Taq-Polymerase die Korrekturlesefunktion 
entfernt. Die Reaktionsansatze ftir die Zyklussequen- 
zierung enthalten alle vier Desoxynucleotide, alle vier 
Didesoxynucleotide, einen Primer, die DNA-Matrize 
und die Taq-Polymerase. Im Gegensatz zu dem her- 
kömmlichen Sequenzierverfahren ist jedes der vier 
Didesoxynucleotide mit einem anderen Fluoreszenz- 
farbstoff markiert; alle Didesoxynucleotide können 
sich daher in demselben Ansatz befinden. 

Die Proben werden in einem Thermocycler ver- 
vielfaltigt. Zunächst wird die Matrize durch hohe 
Temperaturen denaturiert, dann die Temperatur ge- 
senkt und die Primer lagern sich an. Schließlich 
wird die Temperatur auf die für die Tag-Polymerase 
optimalen ca. 70 °C angehoben, damit das Enzym 
die DNA-Kopien synthetisieren kann. Während der 
Polymerisierung werden die Didesoxynucleotide ein- 
gebaut und verursachen genau wie bei der herkömm- 
lichen Sequenzierung Kettenabbrüche. Damit die 
Fragmente im Durchschnitt bei jedem G, A, T oder 
C abbrechen, muss das Verhältnis der Konzentratio- 
nen von Didesoxynucleotiden zu Desoxynucleotiden 
genau eingestellt werden. Nachdem die Taq-Poly- 
merase Tausende von Kopien hergestellt hat, deren 
Synthese jeweils an einem anderen Nucleotid abge- 
brochen wurde, wird das gesamte Gemisch in einer 
Spur eines Sequenziergels aufgetrennt (Abb. 4.21). 
Nach der Auftrennung sind Banden unterschied- 
licher Farben zu erkennen, von denen jede einem 
der fluoreszenzmarkierten Didesoxynucleotide und 
daher einer bestimmten Base entspricht. 

Die Zyklussequenzierung hat gegenüber der her- 
kömmlichen Sequenzierung einige Vorteile. Bei der 
herkömmlichen Methode sind die Temperaturen ge- 
ringer; daher bildet die DNA mit größerer Wahr- 
scheinlichkeit Sekundärstrukturen. Dieses gilt insbe- 
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Mischen der folgenden Komponenten für die PCR-Reaktion: 


1. DNA-Matrize (5° TGCTACCAGCGGTCCGA 3’) 

2. Primer 

3. Taq-Polymerase 

4. Desoxynucleotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 

5. Didesoxynucleotide ( 3 , ddGTP, ) 


y 
A 
© 
G 
A Beispiel für ein Reaktionsprodukt: 
D T Primer- 
= G bindungs- 
£ G 5TGCTACCAGCGGTCCGA [stelle] 3° 
D i 3’ CAGGCT <€— 5 4.21 Zyklussequenzierung 
= G L Bei der Zyklussequenzierung 
ca; iC enthält der Reaktionsansatz 
= C eine DNA-Matrize, Primer, Taq- 
A Polymerase, Desoxynucleotide 
G und Didesoxynucleotide. Jedes 
G der vier Didesoxynucleotide ist 


un 


sondere für doppelsträngige DNA-Matrizen, deren 
Einzelstränge sich wieder zu einem Doppelstrang 
zusammenlagern können, noch bevor die Klenow- 
Polymerase mit der Synthese begonnen hat. Bei der 
Zyklussequenzierung erreicht die Temperatur in je- 
der Runde 95 °C, wodurch Sekundärstrukturen oder 
doppelsträngige Bereiche gelöst werden. Ein weite- 
rer Vorteil der Zyklussequenzierung ist die mögli- 
che Kontrolle über die Hybridisierung der Primer. 
Einige Primer funktionieren in dem herkömmlichen 
Verfahren nicht korrekt, weil sie an sehr ähnliche 
Sequenzen binden. Bei der Zyklussequenzierung 
wird die Temperatur für die Anlagerung der Primer 
streng kontrolliert und lässt sich so hoch wählen, 
dass unspezifische Bindungen meist ausgeschlossen 
sind. Und schließlich ist für die Zyklussequenzierung 
weniger DNA-Matrize notwendig; die Sequenzierung 
kann daher mit weniger Ausgangsmaterial durchge- 
führt werden. 

Ein weiterer Fortschritt betrifft das Nachweissys- 
tem. Ursprünglich verwendeten die Wissenschaft- 
ler radioaktiv markierte Nucleotide und die Banden 
mussten durch eine Autoradiographie sichtbar ge- 


mit einem anderen Fluoreszenz- 
farbstoff markiert. Der Sequen- 
zierautomat erkennt die Farbe 
und generiert die Sequenzdaten. 


macht werden. Eine der wichtigsten Verbesserungen 
war die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Di- 
desoxynucleotiden, sodass das letzte Nucleotid jedes 
DNA-Stranges fluoresziert. Für jedes Nucleotid kann 
ein anderer Farbstoff verwendet werden, wodurch 
die ganze Reaktion wiederum in einem Reaktions- 
gefäß ablaufen kann. DNA-Sequenziergeräte detek- 
tieren jeden der Fluoreszenzfarbstoffe und zeichnen 
die Basensequenz auf (Abb. 4.22). Ähnlich wie bei der 
herkömmlichen Sequenzierung wird das Gemisch aus 
den unterschiedlich langen Fragmenten auf ein Gel 
aufgetragen, doch statt vier Spuren zu beanspruchen, 
ist es bei diesem Verfahren nur noch eine. Einige Se- 
quenziergeräte lesen bis zu 96 Proben nebeneinander 
auf einem Gel. Im unteren Bereich jeder Spur befindet 
sich ein Fluoreszenzaktivator, der Licht emittiert, um 
die Fluoreszenzfarbstoffe anzuregen. Auf der anderen 
Seite befindet sich ein Detektor, der die Wellenlängen 
erkennt, die die unterschiedlichen Farbstoffe emit- 
tieren. Jedes Fragment wandert am Detektor vorbei, 
dieser bestimmt die emittierte Wellenlänge, wandelt 
das Signal um und überträgt die Daten in eine Grafik, 
in der das Signal als Peak dargestellt ist. Für jeden 
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4.22 Daten einer automatisierten DNA-Sequenzierung 

Rohe Fluoreszenzdaten aus einem Sequenziergerat (Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer), die von einer CCD- 
Kamera für 16 verschiedene Proben aufgenommen und gespeichert wurden. Oben sind die Fluoreszenz-Peaks für die 
einzelnen Basen einer Probe dargestellt. Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Brewster F. Kingham, Sequencing 
& Genotyping Center, University of Delaware. 


Farbstoff wird ein Peak eingetragen und der entspre- M od ifi ka t i onen d er 


chenden Base zugewiesen. Ein Computer speichert e 
die Daten und generiert die DNA-Sequenz. PCR-Tech nologie 


Seit Kary Mullis das PCR-Verfahren etablierte, wur- 

Die Zyklussequenzierung verbindet die PCR- mit der den viele verschiedene Abwandlungen der Methode 
Sequenziertechnologie. Jede PCR-Reaktion verläuft entwickelt. Alle beruhen auf derselben grundlegen- 
gleich, bis auf die genau eingestellte Menge an zu- den PCR-Reaktion, bei der eine geringe Menge an 
eg DNA durch in vitro-Replikation vervielfältigt wird. 
; ; Viele dieser Protokolle sind wichtige Werkzeuge für 


sobald ein Didesoxynucleotid eingebaut wurde. . ; 
Durch Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes und die Forschung an rekombinanter DNA. 


Detektion der Fluoreszenz bestimmt das Sequen- Viele Strategien ermöglichen die Amplifikation 
ziergerät die Base am Ende jedes Fragmentes. eines DNA-Abschnittes durch PCR, selbst wenn des- 
sen Sequenz unbekannt ist. So lässt sich eine un- 
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verwandte Proteinsequenz: His-Gln-Val 


His-Codons: CAT, CAC 
GIn-Codons: CAA, CAG 


Val-Codons: GTT, GTG, GTC, GTA 


mögliche DNA-Sequenzen: 


CATCAAGTT CACCAAGTT 
CATCAAGTG CACCAAGTG 
CATCAAGTC CACCAAGTC 
CATCAAGTA CACCAAGTA 
CATCAGGTT CACCAGGTT 
CATCAGGTG CACCAGGTG 
CATCAGGTC CACCAGGTC 
CATCAGGTA CACCAGGTA 


4.23 Degenerierte DNA-Primer 

Eine Proteinsequenz aus drei Aminosäuren kann durch 
viele verschiedene DNA-Sequenzen codiert werden. Dege- 
nerierte Primer sind ein Gemisch aus all diesen möglichen 
Sequenzen. Zur unbekannten DNA-Sequenz für His-Gln- 
Val wird mindestens eine Primersequenz passen, die DNA 
wird anschließend durch PCR vervielfältigt. 


bekannte Sequenz z.B. in einen Vektor klonieren 
(dessen Sequenz bekannt ist). Die Primer werden so 
gewählt, dass sie sich an Bereiche des Vektors kurz 
vor und hinter der klonierten Fremd-DNA lagern. 

Eine andere Möglichkeit ist, die Sequenz eines co- 
dierten Proteins zu nutzen, um die PCR-Primer abzu- 
leiten. Es sei daran erinnert, dass die meisten Amino- 
säuren durch mehr als ein Codon verschlüsselt werden. 
Während der Translation eines Gens werden daher ein 
oder mehrere Codons für die gleiche Aminosäure ver- 
wendet. Eine Proteinsequenz lässt sich also nicht mit 
eindeutigem Ergebnis zurück in eine Nucleotidsequenz 
umwandeln. Es gibt z.B. zwei verschiedene Codons 
für Histidin und Glutamin und vier Codons für Serin; 
für die Nucleotidsequenz, die die Aminosäuresequenz 
Histidin-Glutamin-Valin codiert, existieren daher 16 
unterschiedliche Kombinationen (Abb. 4.23). 

Werden Primer entworfen, die auf einer Amino- 
säuresequenz beruhen, dann handelt es sich meist 
um sogenannte degenerierte Primer, einem Ge- 
misch aus zwei oder drei unterschiedlichen Basen an 
der Wobbleposition des Triplettcodons. Einige Oligo- 
nucleotidketten werden nach diesem Schritt das eine 
Nucleotid tragen, andere dagegen ein anderes. Wer- 
den viele unterschiedliche Wobblebasen zugegeben, 
entsteht eine Primerpopulation, von der jeder Primer 
eine etwas andere Sequenz besitzt. Von dieser Popu- 
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Schritt 2: Durchführung der PCR 
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4.24 Inverse PCR 

Durch inverse PCR ist es möglich, eine unbekannte Se- 
quenz durch PCR zu vervielfältigen. Voraussetzung ist 
allerdings, dass sie sich in der Nähe einer bekannten 
Sequenz befindet. Die DNA wird mit einem Restriktions- 
enzym geschnitten, das stromauf- und stromabwärts der 
bekannten Region aber nicht innerhalb dieser Region 
schneidet. Das lineare Produkt wird nun zu einem Ring 
geschlossen und anschließend mithilfe von Primern am- 
plifiziert, die an die bekannte Sequenz binden. Die PCR- 
Produkte enthalten die links und rechts der bekannten 
Sequenz gelegene unbekannte Sequenz und lassen sich 
klonieren und sequenzieren. 


lation binden schließlich einige Primer perfekt an 
die Ziel-DNA, einige lagern sich mit wenigen Fehl- 
paarungen an, und andere werden gar nicht binden. 
Die Temperatur für die Primeranlagerung wird so 
gewählt, dass ein paar Fehlpaarungen möglich sind. 
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Eine inverse PCR wird eingesetzt, wenn nur von 
einer Seite der Zielregion die Sequenz bekannt ist 
(Abb. 4.24). Zunächst wählt man ein Restriktions- 
enzym, das innerhalb der bekannten Sequenz nicht 
schneidet. Die Erkennungssequenz sollte sechs oder 
mehr Basenpaare lang sein, um relativ lange DNA- 
Abschnitte für die PCR-Amplifikation zu erhalten. 
Die Ziel-DNA wird mit diesem Enzym geschnitten 
und es entsteht ein DNA-Abschnitt mit kohäsiven 
Enden, eines stromaufwärts der bekannten Sequenz 
und das andere stromabwärts. Die Enden werden zu 
einem DNA-Ring ligiert. Die PCR-Primer werden 
so gewählt, dass sie an die Enden der bekannten 
Sequenz binden. Jeder Primer bindet an einen der 
DNA-Stränge der ringförmigen DNA, doch weisen 
ihre 3’-OH-Enden nach „außen“ in Richtung der 
unbekannten Sequenz. Diese wird nun in einer PCR 
vervielfältigt und es entstehen lineare Moleküle mit 
kurzen Bereichen der bekannten Sequenz an den En- 
den und der Restriktionsschnittstelle in der Mitte. 


Degenerierte Primer werden auf Grundlage der 
Aminosäuresequenz entworfen und enthalten an 
der Wobbleposition verschiedene Nucleotide. 
Mithilfe der inversen PCR wird DNA vervielfäl- 
tigt, die sich in der Nähe einer bekannten Sequenz 
befindet. Dazu sucht man zunächst eine Restrik- 
tionsschnittstelle in dem unbekannten Bereich, 
schneidet diese Region aus und vervielfältigt das 
gesamte Stück mithilfe der Tag-Polymerase. 


Zufällig vervielfältigte 
polymorphe DNA 


Eine weitere Anwendung der PCR, bezeichnet als 
zufällig vervielfältigte polymorphe DNA (engl. ran- 
domly amplified polymorphic DNA, RAPD; sprich 
„rapid“), erlaubt den Forschern, die genetische Ver- 
wandtschaft von zwei DNA-Proben zu überprüfen 
(Abb. 4.25). Zunächst wird aus zwei verschiedenen 
Organismen DNA isoliert. Es gibt daher zwei Proben 
mit Ziel-DNA, die unter Verwendung des gleichen 
Primersatzes miteinander verglichen werden. Wie zu- 
vor ist auch hier die Sequenz nicht bekannt, doch statt 
degenerierte Primer zu verwenden, konstruiert man 
bei diesem Verfahren Primer mit zufälliger Sequenz. 
Die Länge der Primer bestimmt, wie häufig die Mo- 
leküle an die Ziel-DNA binden. Besteht ein Primer 
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4.25 Zufällig vervielfältigte polymorphe DNA 

Der erste Schritt der RAPD-Analyse ist die Entwicklung 
von Primern, die an zufälligen Stellen, die weder zu selten 
noch zu häufig sein dürfen, in der genomischen DNA bin- 
den. In diesem Beispiel sind die Primer ausreichend lang, 
um sich an 12 Stellen an die genomische DNA zu lagern. 
Damit die PCR erfolgreich ist, müssen je zwei Primer so an 
die gegenüberliegenden Stränge binden, dass ihre 3’-En- 
den aufeinander zu weisen. Außerdem müssen diese Pri- 
merbindungsstellen ausreichend nahe beieinander liegen, 
damit ein PCR-Produkt entstehen kann. In diesem Beispiel 
sind es drei Primerpaare, doch nur zwei von ihnen liegen 
so eng zusammen, dass ein Fragment synthetisiert wird. 
Dieses Primerdesign führt somit zu zwei PCR-Produkten, 
die in der ersten Spur des Gels (bezeichnet mit „erster 
Organismus“) zu sehen sind. Die gleichen Primer werden 
für die Vervielfältigung der genomischen DNA anderer Or- 
ganismen verwendet, von denen man vermutet, dass sie 
miteinander verwandt sind. In diesem Beispiel zeigt der 
mögliche Verwandte 2 das gleiche Bandenmuster wie der 
erste Organismus und ist vermutlich mit diesem verwandt. 
Die beiden anderen Organismen stimmen dagegen nicht 
überein, eine Verwandtschaft ist daher auszuschließen. 
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z.B. aus fünf Basen, dann wird er im Durchschnitt alle 
4° Basen = 4x 4x 4 x 4 x 4 = 1024 Basen binden. 
Stammt die Ziel-DNA-Probe aus einem grofen Ge- 
nom, dann wird ein solcher Primer viel zu oft binden. 
In der Praxis haben sich bislang Primer mit einer 
Länge von etwa zehn Basen bewährt. Die zufälli- 
gen Primer werden mit Nucleotiden, Taq-Polymerase 
und jeweils einer Ziel-DNA gemischt, wie bei einer 
normalen PCR. Um Fragmente der Ziel-DNA zu 
vervielfältigen, müssen zwei Primer so an die gegen- 
überliegenden DNA-Stränge binden, dass ihre 3’-En- 
den aufeinander zu weisen und zwischen ihnen nur 
wenige Tausend Basenpaare liegen. Die Produkte der 
beiden PCR-Reaktionen werden mittels Gelelektro- 
phorese aufgetrennt und die Bandenmuster miteinan- 
der verglichen. Die Zahl und die Größe der Produkte 
wird in beiden Proben unterschiedlich sein. Sind die 
beiden Organismen jedoch eng verwandt, dann wer- 
den sich die DNA-Sequenzen und somit auch die 
Bandenmuster stark ähneln und nur ein oder zwei 
unterschiedliche Fragmente aufweisen. Weichen die 
Bandenmuster dagegen stark voneinander ab, dann 
sind die beiden Organismen nicht verwandt. Ein Ver- 
gleich der RAPDs von zwei Organismen gibt daher 
Aufschluss über den Verwandtschaftsgrad. 


Zwei nahe verwandte Organismen haben ähnliche 
DNA-Sequenzen. Werden die gleichen Primer für 
die Vervielfältigung von Genomabschnitten verwen- 
det, sind sich die Bandenmuster, die während der 
Gelelektrophorese entstehen, sehr ähnlich. 


Reverse-Transkriptase-PCR 


Bei der Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) wird 
das Enzym Reverse Transkriptase eingesetzt, um aus 
der mRNA eines Organismus eine cDNA-Kopie her- 
zustellen, die anschließend in einer PCR als Mat- 
rize dient und vervielfältigt wird (Abb. 4.26). Wenn 
mithilfe der PCR aus eukaryotischer DNA ein Gen 
amplifiziert werden soll, liegt der Vorteil dieser Me- 
thode auf der Hand. Eukaryoten besitzen Introns, die 
die codierenden Bereiche unterbrechen und von de- 
nen einige extrem lang sind. Nach der Transkription 
wird das mRNA-Primärtranskript prozessiert und 
alle Introns werden entfernt, sodass mRNA entsteht. 
Verwendet man diese mRNA als Ausgangsmaterial 
für PCR, dann überlässt man es also der Zelle, aus 
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4.26 Reverse-Transkriptase-PCR 

RT-PCR ist ein zweistufiges Verfahren, bei dem zunächst 
von der mRNA eine cDNA-Kopie hergestellt wird, die man 
anschließend in der PCR als Matrize einsetzt. 


der Zielsequenz die Introns zu beseitigen. In der Pra- 
xis ist die RT-PCR ein zweistufiger Prozess. Zunächst 
erkennt die Reverse Transkriptase die 3’-Enden der 
Primer mit den sich wiederholenden Thyminresten 
und synthetisiert einen DNA-Strang, der zur mRNA 
komplementär ist. (Die Thyminreste gehen Basen- 
paarungen mit dem Poly(A)-Schwanz der mRNA 
ein.) Danach wird der RNA-Strang durch einen wei- 
teren DNA-Strang ersetzt, und es entsteht doppel- 
strängige DNA (d.h. cDNA). Als nächstes wird die 
cDNA mit den entsprechenden Primern (von denen 
einer in der Regel an den Poly(A)-Schwanz bindet), 
der Taq-Polymerase und Nucleotiden in einer her- 
kömmlichen PCR vervielfältigt. 


Bei der RT-PCR wandelt die Reverse Transkriptase 
mRNA in doppelsträngige cDNA um. Anschließend 
wird das Gen ohne Introns durch herkömmliche 
PCR vervielfältigt. 


114 DNA-Synthese in vivo und in vitro 


PCR in der Gentechnik 


Durch PCR ist es möglich, Gene oder Gensegmente 
zu klonieren, um sie zu identifizieren und zu unter- 
suchen. Die PCR erlaubt es dem Wissenschaftler aber 
auch, ein bereits bekanntes Gen zu manipulieren. 
Verschiedene Abwandlungen der PCR-Methode er- 
möglichen die Kopplung von zwei Genen oder Gen- 
segmenten zu einem, die Deletion oder Inversion von 
DNA-Bereichen und die Veränderung von einzelnen 
Nucleotiden. Das Gen und das von ihm codierte Pro- 
tein können so subtil manipuliert werden. 

PCR kann die Klonierung eines unbekannten 
DNA-Abschnittes vereinfachen. Spezielle PCR-Pri- 
mer schaffen neue Restriktionsschnittstellen an den 
Enden der Zielsequenz (Abb. 4.27). Der Primer wird 
so konstruiert, dass sein 5’-Ende die gewünschte 
Schnittstelle enthält und sein 3’-Ende komplementär 
zur Ziel-DNA ist. Das 5’-Ende des Primers bin- 
det nicht an die Ziel-DNA, doch solange das 3- 
Ende ausreichend gut zur Zielsequenz passt, wird 
die Bindung des Primers nicht beeinflusst. Die Taq- 
Polymerase beginnt am 3’-Ende mit der Synthese; 
das Enzym wird daher durch Fehlpaarungen der 
5’-Sequenzen nicht beeinträchtigt. Das entstehende 
PCR-Produkt lässt sich mit dem entsprechenden Re- 
striktionsenzym schneiden und in einen geeigneten 
Vektor klonieren. 

Anders als bei der Addition von Restriktions- 
schnittstellen an die Enden der PCR-Produkte lassen 


~ T 3'-OH-Ende des Primers 
passt zur Zielsequenz 
zusätzliche Basen 


mit Restriktionsschnittstelle 


4.27 Einbau von künstlichen Restriktionsschnitt- 
stellen 

PCR-Primer lassen sich so konstruieren, dass sie an ihren 
5’-Enden nichthomologe Bereiche besitzen, die die Er- 
kennungssequenz für ein bestimmtes Restriktionsenzym 
enthalten. Nach der PCR trägt das vervielfältigte Produkt 
diese Erkennungsstellen an beiden Enden. Wird das Pro- 
dukt nun mit dem Restriktionsenzym gespalten, dann 
entstehen kohäsive Enden, die zu denen des gewählten 
Vektors passen. 


sich durch TA-Klonierung PCR-Produkte direkt klo- 
nieren (Abb. 4.28). Die Taq-Polymerase verfügt über 
eine Terminale-Transferase-Aktivität, durch die an 
den Enden der von ihr synthetisierten PCR-Produkte 
einzelne Adeninüberhänge entstehen. Es wurden 
spezielle Vektoren entwickelt, die einzelne Thymin- 
überhänge enthalten. Mischt man nun PCR-Produkt 
und TA-Klonierungsvektor mit einer DNA-Ligase, 
wird das Produkt ohne weitere Veränderungen in 
den Vektor ligiert. 

Die PCR lässt sich auch einsetzen, um klo- 
nierte Gene zu manipulieren. Zwei verschiedene 
Gensegmente lassen sich durch Anwendung der 
overlap-PCR („Überlappungs-PCR“) zu einem Mo- 
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4.28 TA-Klonierung von PCR-Produkten 

Wenn die Tag-Polymerase während der PCR ein Stück 
DNA vervielfältigt, fügt die Terminale-Transferase-Aktivität 
ein zusätzliches Adenin an die 3’-Enden an. Der TA-Klonie- 
rungsvektor wurde so konstruiert, dass er in linearisierter 
Form einen 5’-Thyminüberhang besitzt. Das PCR-Produkt 
lässt sich nun in diesen Vektor klonieren, ohne dass spe- 
zifische Schnittstellen für Restriktionsenzyme eingefügt 
werden müssen. 
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lekül verbinden (Abb.4.29). In diesem Fall wird 
die PCR mit drei Primern durchgeführt: einer ist 
komplementär zum Anfang des ersten Gensegmen- 
tes, einer ist komplementär zum Ende des zweiten 
Gensegmentes und der dritte ist zur einen Hälfte 
komplementär zum Ende von Gensegment 1 und 
zur anderen Hälfte zum Anfang von Gensegment 2. 
Bei der PCR fusionieren die beiden Gensegmente 
durch einen wenig anschaulichen Mechanismus, 
doch wahrscheinlich bildet eines der ersten PCR- 
Produkte eine Schleife aus. 

PCR lässt sich außerdem nutzen, um große Ab- 
schnitte eines Gens zu deletieren bzw. um sie in ein 
Gen einzufügen (Abb. 4.30). Wieder einmal ist das 
Design der Primer der Schlüssel für den Erfolg. So 
bestehen z.B. Primer für Insertionen aus zwei Berei- 
chen: die erste Hälfte ist homolog zu der Sequenz um 
die Insertionsstelle; die zweite Hälfte enthält Sequen- 
zen, die komplementär sind zu der einzufügenden 
Sequenz. Nehmen wir z.B. an, ein Gen für Antibio- 
tikaresistenz wie npt (vermittelt Neomycinresistenz) 
soll in einen Klonierungsvektor eingefügt werden. 
Die 5’-Enden der Primer sind komplementär zu den 
Sequenzen beiderseits der Insertionsstelle auf dem 
Vektor und ihre 3’-Enden sind komplementär zu den 
Enden des npt-Gens. Zunächst wird das npt-Gen mit 
den Primern vervielfältigt, wodurch das Produkt an 
den Enden mit Sequenzen ausgestattet wird, die ho- 
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4.29 Overlap-PCR 

Uberlappende Primer lassen sich verwenden, um zwei 
verschiedene Gensegemente miteinander zu verbinden. In 
diesem Schema trägt der überlappende Primer an einem 
Ende Sequenzen, die komplementär sind zur Zielsequenz 
1, und der andere solche, die komplementär sind zur Ziel- 
sequenz 2. Die PCR führt zu einem Produkt, bei dem diese 
beiden Bereiche miteinander verbunden sind. 


molog zu Sequenzen auf dem Vektor sind. Als nächs- 
tes werden Bakterien, die den entsprechenden Vektor 
enthalten, mit dem PCR-Produkt transformiert. Das 
npt-Gen rekombiniert mit der Insertionsstelle auf 
dem Vektor über homologe Rekombination, wodurch 
das npt-Gen in den Vektor eingefügt wird. 
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4.30 Insertionen und Deletionen durch PCR 

Im ersten Schritt wird durch PCR eine spezifische Kas- 
sette konstruiert. Diese enthält sowohl ein geeignetes 
Markergen als auch stromauf- und stromabwärts liegende 
Sequenzen, die zur Zielstelle homolog sind. Eine Wirtszelle 
wird mit dieser Kassette transformiert und es findet ein 
homologes Crossing-over statt. Die Rekombinanten wer- 
den mithilfe der Antibiotikaresistenz selektiert, die von 
der Kassette vermittelt wird. Die Barcodesequenz ist ein 
singulärer Marker, der für die Identifizierung der Kassette 
verwendet wird. 
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Die Insertionsstelle(n) bestimmen, ob die An- 
tibiotikakassette nur eingebaut wird oder ob die 
Insertion mit einer Deletion einhergeht. Erkennen 
die beiden PCR-Primer verschiedene Stellen für die 
homologe Rekombination, dann rekombiniert das 
eingeschleuste PCR-Fragment an beiden Stellen. Die 
homologe Rekombination führt so zu einem Einbau 
des npt-Gens, durch den ein Teil des Vektors ersetzt 
wird, und nicht nur zu einem Einbau an einer be- 
stimmten Stelle im Vektor. 

Mithilfe der PCR lassen sich durch gezielte Mu- 
tagenese (engl. directed mutagenesis) auch einzelne 
Nucleotide in einer Sequenz austauschen (Abb. 4.31). 


normaler 


In der Regel werden nur eines oder ein paar benach- 
barte Nucleotide ausgetauscht. Zunächst wird ein 
entsprechend veränderter mutagener Primer herge- 
stellt, der in seinem mittleren Bereich die ausge- 
tauschten Nucleotide enthält. Der Primer lagert sich 
an die Zielsequenz, wobei die Fehlpaarungen jedoch 
toleriert werden; es müssen auf beiden Seiten der 
Fehlpaarungen ausreichend viele Nucleotide perfekt 
binden, sodass die Bindung für die PCR stabil genug 
ist. Der zweite Primer bei dieser Reaktion ist ein 
normaler Primer. Während der PCR wird dann die 
Ziel-DNA vervielfältigt, wobei die Sequenz am Ende 
durch den mutagenen Primer verändert wird. Diese 
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4.31 Gezielte Mutagenese mithilfe 
von PCR 

Das zu mutierende Gen wird kloniert 
und die vollstandige Sequenz ist 
bekannt. Um ein spezifisches Nuc- 
leotid zu verändern, werden in einer 
PCR ein normaler und ein mutagener 
Primer miteinander kombiniert. Beim 
mutagenen Primer ist ein Nucleotid 
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Änderungen können relativ gering ausfallen, doch 
wenn die richtigen Nucleotide modifiziert werden, 
dann wird auch eine wichtige Aminosäure ausge- 
tauscht und die Funktion eines Proteins kann sich 
ändern. Ein solcher Ansatz wird häufig verwendet, 
um die Bedeutung einzelner Aminosäuren in einem 
Protein zu ermitteln. 


Mithilfe der Primer lassen sich in PCR-Produkte Re- 
striktionsschnittstellen einfügen oder die Produkte 
tragen durch die Aktivität der Tag-Polymerase 
zusätzliche Adeninreste an ihren Enden. Dadurch 
ist es möglich, die PCR-Produkte in einen Vektor zu 
klonieren. 

Durch PCR lassen sich Deletionen oder Inserti- 
onen einführen oder auch verschiedene Fragmente 
miteinander verbinden. 

Mithilfe der PCR lassen sich durch gezielte Mu- 
tagenese Nucleotidsequenzen verändern. 
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Einführung 


RNA hat in der Biologie vielerlei Funktionen, die sich 
für viele biotechnologische Anwendungen nutzen las- 
sen. Die am besten verstandene Rolle der RNA ist die 
der Messenger-RNA. Über viele Jahre hinweg nahm 
man an, dass RNA ein Zwischenprodukt mit einer 
wichtigen, aber dennoch beschränkten Funktion ist. 
Heutzutage weiß man, dass ein wichtiger Teil der 
Genregulation auf RNA-Ebene stattfindet. Statt ein- 
fach die Genexpression zu regulieren, synthetisieren 
Organismen RNAs, die die Translation der mRNA 
in ein Protein kontrollieren. In einigen Organismen 
stellt Antisense-RNA eine Möglichkeit dar, die Trans- 
lation zu regulieren. Diese Entdeckung eröffnet neue 
Möglichkeiten der Nutzung von Antisense-RNA, um 
die Synthese von Proteinen, die Krankheiten verur- 
sachen, zu inhibieren oder zu verzögern. Eine zweite 
Methode der RNA-regulierten Genexpression ist die 
RNA-Interferenz (RNAi). In diesem Fall erkennen 
kleine, nichtcodierende RNAs spezifische mRNAs 
und lösen deren Abbau aus. Diese zufällige Entde- 
ckung ebnete den Weg für ein Verfahren, mit dem 
sich die Proteintranslation spezifisch kontrollieren 
lässt. Seit der Entdeckung der RNA-Interferenz im 
Jahr 1993, haben sich die Anwendungsméglichkeiten 
außerordentlich erweitert. Die dritte neue Funktion 
von RNA ist, dass einige RNA-Sequenzen selbst en- 
zymatische Reaktionen katalysieren können. Ribo- 
zyme, wie diese RNAs heißen, kommen in vielen 
Organismen vor und katalysieren die Spaltung und 
Ligation unterschiedlicher Substrate. Dieses Kapitel 
konzentriert sich auf die Bedeutung von Antisense- 
RNA, RNA-Interferenz und Ribozymen für Biologie 
und Biotechnologie. 


Antisense-RNA verändert 
die mRNA-Expression 


Der Begriff „Antisense“ bezieht sich auf die Ori- 
entierung der komplementären Stränge während 
der Transkription. Die beiden komplementären 
DNA-Stränge werden als Sense (= codierend oder 
plus) und Antisense (= nichtcodierend oder minus; 
s. Kap. 2) bezeichnet. Für die Transkription wird der 
Antisense-Strang als Matrize verwendet, sodass die 
mRNA-Sequenz identisch ist mit der Sequenz des 
Sense-Stranges (bis auf die Anwesenheit von Thymin 


anstelle von Uracil). Antisense-RNA wird mit dem 
Sense-Strang als Matrize synthetisiert; ihre Sequenz 
ist daher komplementär zur mRNA (Abb. 5.1). 

Antisense-RNA wird in normalen Zellen vieler 
Organismen, einschließlich des Menschen, synthe- 
tisiert. Außerdem wird Antisense-mRNA künstlich 
hergestellt, um die Genexpression unter Laborbedin- 
gungen beeinflussen zu können. Enthält eine Zelle 
sowohl mRNA (d.h. den Sense-Strang der RNA) als 
auch die komplementäre Antisense-Kopie, dann la- 
gern sich die beiden Stränge zu einer doppelsträngi- 
gen RNA zusammen. Diese kann entweder die Trans- 
lation inhibieren, indem sie die Ribosomenbindungs- 
stelle blockiert, oder das Spleißen der mRNA wird 
durch die Blockierung der Spleißstelle unterbunden 
(Abb. 5.2a). Werden Antisense-Sequenzen im Labor 
synthetisiert, dann handelt es sich wegen der größe- 
ren Stabilität in der Regel um DNA (s. Abb. 5.2b). 
RNase H ist ein zelluläres Enzym, das normalerweise 
während der Replikation aktiv ist. Es erkennt und 
spaltet das Rückgrat der RNA in einem DNA-RNA- 
Doppelstrang (Heteroduplex) und markiert so den 
Doppelstrang aus Antisense-DNA und mRNA für 
den weiteren Abbau. RNase H erkennt eine 7 bp 
lange Heteroduplex, sodass der homologe Bereich 
zwischen Antisense-DNA und mRNA nicht sehr lang 
sein muss, um diesen Prozess auszulösen. 


Antisense-RNA-Sequenzen sind komplementär zur 
Ziel-mRNA. Antisense-RNA bildet mit der Zielse- 
quenz doppelsträngige Bereiche, die die Protein- 
synthese oder das Spleißen der mRNA blockieren. 


Antisense-Sequenzen 
kontrollieren eine Vielzahl 
biologischer Phänomene 


Mittlerweile hat man natürlich vorkommende Anti- 
sense-Gene entdeckt, die eine Vielzahl von verschie- 
denen Prozessen kontrollieren. Ein Beispiel stammt 
aus Neurospora. Dieser Pilz folgt in seinem Wachs- 
tum einem streng festgelegten Schema, das auf cir- 
cadianen Rhythmen beruht, er bildet Hyphen nur zu 
bestimmten Tageszeiten aus. Viele Mutanten wurden 
identifiziert, die einem solch strengen Zeitregime 
nicht folgen. Die von den Mutationen betroffenen 
Gene sind Regulatoren des circadianen Rhythmus 
von Neurospora. Eines der ersten identifizierten 
Gene des circadianen Rhythmus war frequency (frg). 
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5.1 Antisense-RNA ist komplementär zur Messenger-RNA 


Eu 


Bei der Transkription beider DNA-Stränge entstehen zwei verschiedene RNA-Moleküle, links die mRNA und rechts die 


Antisense-RNA. Diese haben komplementäre Sequenzen und können eine doppelsträngige RNA bilden. 
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5.2 Antisense-RNA blockiert 
die Proteinsynthese 

a Die komplementäre Sequenz 
der Antisense-RNA bindet an 
spezifische Regionen auf der 
mRNA. Dadurch können die Ri- 
bosomenbindungsstelle oder der 
für das Spleißen notwendige Ver- 


zweigungspunkt blockiert werden. 


b Antisense-DNA markiert mRNA 
für den Abbau. Bindet Antisense- 
DNA an mRNA, entsteht eine He- 
teroduplex aus RNA und DNA, die 
die RNase H für den Abbau der 
mRNA aktiviert. 
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Mutationen in diesem Gen verändern die Häufigkeit 
der Hyphenbildung. Die Menge an frq-mRNA verän- 
dert sich, wobei die höchsten Konzentrationen wäh- 
rend des Tages auftreten und die niedrigsten nachts. 
Interessanterweise variiert die Menge der Antisense- 
frq-RNA ebenfalls aber gegenläufig, mit den niedrigs- 
ten Konzentrationen tagsüber und den höchsten in 
der Nacht. Neurospora-Isolate, die keine Antisense- 
frq-RNA synthetisieren, haben einen gestörten cir- 
cadianen Rhythmus. Der genaue Mechanismus der 
Kontrolle ist jedoch unbekannt. Außerdem werden 
Antisense- und Sense-mRNAs durch Licht induziert 
und reagieren damit direkt auf die Umweltbedingun- 
gen, um den korrekten Rhythmus aufrechtzuerhalten. 

Die Verwendung von Antisense-Sequenzen für 
die Regulation der Genexpression ist in der Natur 
so weit verbreitet, dass Wissenschaftler begannen, in 
den verschiedenen Genomen nach Antisense-Sense- 
Partnern zu suchen und deren Zahl zu ermitteln. Für 
die Suche nach Sequenzen, die die Funktion einer 
Antisense-Sequenz haben könnten, entwickelte man 
Computeralgorithmen. Im menschlichen Genom 
fand man 1600 unterschiedliche Partner. Die interes- 
santeste Entdeckung waren kleine, nichtcodierende, 
regulatorische RNAs, die als MikroRNAs (miRNAs) 
bezeichnet werden und die die Genexpression tiber 
einen Antisense-Mechanismus inhibieren (s. unten). 
Durch den Einsatz von Computern identifizierte 
man beim Menschen zusätzliche 250 mögliche Mi- 
kroRNAs. Da diese jedoch nur etwa 20 Nucleotide 
lang sind, ist eine eindeutige Zuordnung mithilfe des 
Computers schwierig. 


Beispiele für natürliche Antisense-Kontrolle 

e Kontrolle der Replikation des ColE1-Plasmids: 
RNAI- und RNAU-mRNA sind Sense-/Antisense- 
Partner, die die DNA-Polymerase daran hindern, 
mit der Replikation des Plasmids zu beginnen. 
Die Menge an Antisense-RNAI bestimmt, wie 
häufig die Replikation initiiert wird. 

e Kontrolle der Inaktivierung des X-Chromosoms: 
Antisense-RNA bindet an das Xist-Gen, verhin- 
dert dessen Expression und somit die Inaktivie- 
rung des X-Chromosoms. 

e Kontrolle des circadianen Rhythmus in Neuro- 
spora: Die Tageszeit bestimmt, wann der Pilz Hy- 
phen ausbildet, indem die Menge von Antisense- 
und Sense-mRNA des frq-Gens reguliert wird. 
Die Menge an Antisense- und Sense-mRNA wird 
durch Licht- und Dunkelzyklen kontrolliert. 

e Eisenstoffwechsel in Bakterien: FatB und RNA«a 
sind Antisense- und Sense-Partner, die die Re- 


gulation der Eisenaufnahme in dem Fischpatho- 
gen Vibrio anguillarum kontrollieren. Ist reichlich 
Eisen vorhanden und eine Aufnahme des Ei- 
sens nicht notwendig, dann verhindern größere 
Mengen an RNAq die Expression von fatA und 
fatB. Herrscht Eisenmangel, dann müssen die 
Bakterien Eisen aus ihrer Umgebung aufnehmen. 
RNAa-mRNA wird abgebaut und fatA und fatB 
werden exprimiert. 

Kontrolle der Expression des HIV-1-Gens: Anti- 
sense-env-mRNA bindet an das Rev-Response- 
Element (RRE) auf der env-mRNA. Blockiert die 
Antisense-Sequenz das RRE, wird das Env-Pro- 
tein nicht synthetisiert. Fehlt die Antisense-env- 
mRNA, wird das Env-Protein hergestellt. 
Kontrolle des RNA-Editings: Zwischen den kom- 
plementären Exon- und Intronsequenzen des 
Gens für den glutamatgesteuerten Ionenkanal 
im menschlichen Gehirn bilden sich Antisense- 
Sense-Schleifen. Diese Schleifen werden durch 
eine dsRNA-spezifische Adenosin-Desaminase 
(DRADA) erkannt, die das Adenosin durch Des- 
aminierung in Inosin umwandelt. Dadurch wird 
die Sequenz der endgültigen mRNA und somit 
auch die des Proteins verändert - die Permeabili- 
tät des Ionenkanals ändert sich. 

Alternatives Spleißen der Schilddrüsenhormon- 
rezeptor-mRNA: Ausgehend von dem Locus für 
den Schilddrüsenhormonrezeptor wird Anti- 
sense-mRNA transkribiert, die das Spleißen des 
c-erbAa-Gens inhibiert. Zwei alternativ gespleißte 
Transkripte ergeben den normalen Schilddrüsen- 
hormonrezeptor und einen Rezeptor, der als eine 
Art Falle dient und kein Hormon bindet. Diese 
beiden Formen modulieren die zelluläre Reaktion 
auf das Schilddrüsenhormon. 

Kontrolle der Entwicklung durch den basischen 
Fibroblastenwachstumsfaktor (engl. basic fibro- 
blast growth factor, bFGF): Der bFGF kontrolliert 
verschiedene Entwicklungs- und Reparaturpro- 
zesse, einschließlich der Mesoderminduktion, des 
Neuritenwachstums, der Differenzierung und der 
Angiogenese (der Entwicklung von Blutgefäßen). 
Antisense-bFGF-mRNA bindet während der Ent- 
wicklung von Xenopus laevis (dem Afrikanischen 
Krallenfrosch) an zelluläre DFGF-mRNA und 
sorgt so für deren Abbau. 

Kontrolle von eukaryotischen Transkriptions- 
faktoren: Der Transkriptionsfaktor HIF-1 (engl. 
hypoxia-induced factor) ist ein dimeres basisches 
Helix-Schleife-Helix-Protein, das Gene anschaltet, 
die mit dem Sauerstoff- und Glucosestoffwechsel 
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assoziiert sind, einschließlich der Transporter 1 
und 3 und der glykolytischen Enzyme. Die An- 
tisense-mRNA-Menge wird durch die Menge an 
Sauerstoff in der Umgebung moduliert. 


Organismen haben Antisense-Gene und Mikro- 
RNAs, die an eine Ziel-mRNA binden und so deren 
Translation in ein Protein verhindern. Sie modulie- 
ren eine große Zahl von Prozessen, einschließlich 
der Hyphenbildung in Neurospora, der allgemeinen 
Entwicklung und der Replikation. 


Antisense-Oligonucleotide 


Im Labor lässt sich Antisense-mRNA mithilfe von 
zwei verschiedenen Methoden herstellen (Abb. 5.3). 
Die einfachste Methode ist die chemische Synthese 
von Oligonucleotiden, die komplementär zum Ziel- 
gen sind. Die Oligonucleotide werden anschließend 
in die Zelle injiziert oder Zellen werden damit trans- 
formiert (s. unten). Alternativ kann man das interes- 
sierende Gen in umgekehrter Orientierung klonie- 
ren, sodass bei der Transkription Antisense-mRNA 
entsteht. Der Zielorganismus wird mit dem Vektor, 
der das anti-Gen trägt, transformiert. 

Chemisch synthetisierte Antisense-Oligonucleo- 
tide bestehen aus DNA statt aus RNA. Dafür gibt es 
zwei Gründe. DNA ist im Labor stabiler als RNA, 
und die DNA-Synthese ist ein etabliertes und auto- 
matisiertes Verfahren. In der Zelle sind die DNA- 
Oligonucleotide dennoch sehr anfällig für einen 
Abbau durch Endonucleasen; daher werden sie auf 
verschiedene Weise chemisch modifiziert, um die 
intrazelluläre Stabilität zu erhöhen. Die am häufigs- 
ten durchgeführte Veränderung ist der Austausch 
eines der Sauerstoffatome, die keine Brücke bil- 
den, gegen ein Schwefelatom (Abb. 5.4), es entsteht 
ein Phosphorthioat-Oligonucleotid. Der Phos- 
phor wird dadurch zu einem Stereozentrum; eines 
der beiden Diastereomere widersteht dem Abbau 
durch eine Nuclease, das andere ist jedoch immer 
noch sensitiv, wodurch die Hälfte der Antisense- 
Moleküle in der Zelle funktionsfähig ist. Eine solche 
Modifikation beeinflusst die Löslichkeit der Oli- 
gonucleotide oder ihre Empfindlichkeit gegenüber 
einem Abbau durch RNase H nicht. Diese Typen 
von Antisense-Oligonucleotiden wurden entwickelt, 
um Krebs wie das Melanom und einige Formen des 


Lungenkrebses zu hemmen. Die häufigste Neben- 
wirkung von Phosphorthioat-Oligonucleotiden sind 
unspezifische Wechselwirkungen, insbesondere mit 
Proteinen, die mit schwefelhaltigen Molekülen in- 
teragieren. 

Bei zwei anderen Modifikationen ist die Zahl 
unspezifischer Wechselwirkungen geringer als bei 
den Phosphorthioat-Oligonucleotiden. Zum ei- 
nen macht die Addition einer O-Alkylgruppe an 
das 2’-OH der Ribose das Oligonucleotid resis- 
tent für einen Abbau durch DNase und RNase 
H (s. Abb.5.4). Der Einbau eines Amins in den 
Ribosering und die dadurch hervorgerufene Um- 
wandlung einer C,-Ribose in einen Morpholinring 
führt zu Morpholino-Antisense-Oligonucleotiden 
(s. Abb. 5.4). Zusätzlich zum Morpholinring ersetzt 
ein zweites Amin ein Nichtbrückensauerstoffatom, 
wodurch eine Phosphordiamidatbindung entsteht. 
Dieses Amin neutralisiert den geladenen Phospho- 
diester eines typischen Oligonucleotids. Der Verlust 
der Ladung beeinflusst die Aufnahme der Mole- 
küle in die Zelle, doch alternative Methoden wur- 
den entwickelt, um diese Antisense-Moleküle in 
die Zelle zu schleusen (s. unten). Beide Arten von 
modifizierten Oligonucleotiden sind resistent ge- 
genüber RNase H. Daher fördern sie den Abbau der 
mRNA-DNA-Hybridsequenz nicht. Ihre Verwen- 
dung ist somit auf die Blockierung der Spleißstellen 
in dem Prä-mRNA-Transkript oder der Ribosomen- 
bindungsstellen beschränkt. 

Die am stärksten abgewandelten Oligonucleotide 
sind die Peptidnucleinsäuren (PNAs), bei denen die 
üblichen Nucleinsäurebasen mit einem Polypeptid- 
rückgrat verknüpft sind (das normalerweise in Pro- 
teinen vorkommt) statt mit dem Zucker-Phosphat- 
Rückgrat (s. Abb. 5.4). Das Polypeptidrückgrat wurde 
so modifiziert, dass die RNA-Basen den gleichen 
Abstand zueinander haben wie bei einem typischen 
Oligonucleotid. Der Abstand ist entscheidend für 
die Funktion, da die Basen einer PNA zu den Basen 
der Ziel-RNA passen müssen. Dieses Molekül ist 
ebenfalls nicht geladen und wirkt über einen von der 
RNase-H-Aktivität unabhängigen Mechanismus wie 
Morpholino-Antisense-Oligonucleotide. Antisense- 
PNA wurden entwickelt, um die Translation des vira- 
len Transkripts von HIV, gag-pol, und die Translation 
von zwei Genen zu inhibieren, die an der Entstehung 
von Krebs beteiligt sind, Ha-ras und bcl-2. 

Wie zuvor bereits besprochen, müssen Antisense- 
Oligonucleotide, die resistent gegenüber RNase H 
sind, zu Spleißstellen und/oder Ribosomenbin- 
dungsstellen passen, um die Ziel-mRNA zu blockie- 
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5.3 Die Synthese von Antisense-Sequenzen im Labor 

a Antisense-Oligonucleotide. Kleine Oligonucleotide werden chemisch synthetisiert und in die Zelle injiziert, um die 
Translation der mRNA zu blockieren. b Antisense-Gene. Gene werden in umgekehrter Orientierung kloniert, sodass der 
Sense-Strang transkribiert wird. Es entsteht Antisense-RNA, die sich an die normale mRNA lagert und deren Expression 


verhindert. 


126 RNA-Technologien 


Phosphorthioat RNA-2'-O-Methyl 


(0) (0) 
normaler 
o Phosphodiester 
\ 
oe Vs 
P Baseny 
B 
FO) (0) O 


Peptid- 
N“ N/O  nucleinsduren 


| 7 
o= Pn ao 
4 ( 
| N O 


N 
= CONH, 


(©) 
i; 
= 
Q 
© 
= 
2o 
= 
[e] 
JESEN 


5.4 Modifikationen von Oligonucleotiden 

Der Austausch eines Nichtbrückensauerstoffes durch Schwefel (oben links) erhöht die Resistenz des Oligonucleotids ge- 
genüber dem Abbau durch eine Nuclease. Die Addition einer O-Alkylgruppe an das 2’-OH der Ribose (oben rechts) macht 
das Oligonucleotid widerstandsfähiger gegenüber dem Abbau durch eine Nuclease und durch RNase H. Morpholino-Anti- 
sense-Oligonucleotide und Peptidnucleinsäuren sind zwei weitere wesentliche Veränderungen eines Standardoligonucleo- 
tids (unten links und rechts). Beide Moleküle sind resistent gegenüber einem Abbau durch RNase H. Diese RNase-H-resis- 
tenten Oligonucleotide zielen auf die für das Spleißen notwendigen Verzweigungspunkte oder Ribosomenbindungsstellen, 
um die Translation der Ziel-mRNA zu verhindern. 
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5.5 Chimäre Oligonucleotide enthalten RNase-H-sensitive Kerne, um die Ziel-mRNA abzubauen 

Chimäre Oligonucleotide werden mithilfe verschiedener Reaktionen hergestellt. Die Kernregion ist für RNase H sensitiv, 
die äußeren Bereiche sind dagegen RNase-H-resistent. Hybridisiert das Oligonucleotid mit den Zielmolekülen in der Zelle, 
dann wird die RNase H das Hybrid aus Oligonucleotid und mRNA nur an der Stelle spalten, an der die zentrale Domäne 
eine Heteroduplex bildet. RNase H wird dagegen keine unspezifischen Komplexe aus chimären Oligonucleotidenden und 


der falschen mRNA spalten. 


ren. In einigen Fällen sind diese Sequenzen in der 
Ziel-mRNA nicht gut charakterisiert, sodass modi- 
fizierte Oligonucleotide nutzlos sind. Die Herstel- 
lung von gemischten oder chimären Antisense-Oli- 
gonucleotiden kann die Wirkung der RNase H auf 
die mRNA wieder herstellen. Der Forscher kann 
die modifizierten Strukturen daher nutzen, um den 
Abbau zu verhindern (s. unten). Bei diesen chi- 
mären Antisense-Oligonucleotiden enthält der zen- 
trale Bereich eine kurze, etwa 7 bp lange Sequenz 
aus Phosphorthioatbindungen, die RNase-H-sensitiv 
sind. Der Bereich wird von Sequenzen flankiert, die 
eine der RNase-H-resistenten Modifikationen tragen 
(Abb. 5.5). Die flankierenden Bereiche enthalten 2’- 
O-Methylgruppen, Morpholinstrukturen oder sogar 
PNAs. Die chimären Moleküle haben jede verfügbare 
Region der mRNA zum Ziel, bis auf Spleißstellen 
oder Ribosomenbindungsstellen. 


Um die Oligonucleotide zu stabilisieren und sie 
vor einem Abbau in der Zelle zu schützen, wird die 
Oligonucleotidstruktur auf unterschiedliche Weise 
modifiziert. 

Erkennt die RNase H das Antisense-Oligonu- 
cleotid nicht, dann muss das Oligonucleotid an 
die Ribosomenbindungsstelle oder den für das 
Spleißen notwendigen Verzweigungspunkt binden, 
um die Translation zu inhibieren. 

Chimäre Antisense-Oligonucleotide beinhalten 
eine Kernsequenz aus etwa sieben Nucleotiden, 
die durch RNase H erkannt wird. RNase H baut das 
Oligonucleotid und seine Ziel-mRNA ab. 


Antisense-Oligonucleotide können 
das Spleißen beeinflussen 


Alternatives Spleißen wird häufig eingesetzt, um die 
Genexpression in Eukaryoten zu kontrollieren. Einige 
Erkrankungen werden durch anormale Spleißmus- 
ter verursacht. So beruht die ß-Thalassämie, eine 
Blutkrankheit, bei der rote Blutkörperchen nicht 
ausreichend Sauerstoff transportieren, auf einem 
anormalen Spleißen der Prä-mRNA des ß-Globins. 
Es wurden Morpholino-Antisense-Oligonucleotide 
entwickelt, die die mutierte Spleißstelle zwischen 
Exon 2 und 3 des ß-Globingens zum Ziel haben. 
Dieses Antisense-Oligonucleotid korrigiert das 
Spleißmuster und stellt das korrekte Protein in ro- 
ten Blutkörperchen wieder her, die aus dem Blut 
von Patienten mit ß-Thalassämie gewonnen wurden 
(Abb. 5.6a). 

Ausgehend vom Bcl-x-Gen des Menschen wer- 
den durch alternatives Spleißen zwei unterschied- 
liche Proteine gebildet. Bcl-xL, das längere Protein, 
enthält ein codierendes Segment zwischen Exon 1 
und 2, welches dem kürzeren Bcl-xS-Protein fehlt. 
Das Bcl-xL-Protein fördert das Zellwachstum, in- 
dem es die Apoptose inhibiert, Bcl-xS hat einen 
gegenteiligen Effekt und führt über Apoptose zum 
Zelltod (s. Kap. 20). Bei manchen Krebsformen wird 
das längere Protein überexprimiert. Die Entwick- 
lung einer Methode, die die Bcl-xL-Expression in- 
hibiert und die Expression von Bcl-x$ verstärkt, 
könnte in den Krebszellen zur Apoptose führen, 
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wodurch die Zellen absterben. Antisense-2’-O-Me- fördert (s. Abb. 5.6b). Krebszellen, die durch eine 
thyloligonucleotide für die Spleißstelle auf der Prä- Antisense-Therapie kontrolliert wurden, zeigten 
mRNA verhindern, dass das längere Proteinmole- auch eine höhere Sensitivität für Chemotherapeu- 
kül entsteht. Das Bcl-xS-Protein wirkt dann dem tika, weil die Möglichkeit der Apoptose wiederher- 
Krebswachstum entgegen, indem es die Apoptose gestellt war. 
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5.6 Antisense-Oligonucleotide korrigieren Spleißfehler 

a ß-Thalassämie ist eine Blutkrankheit, bei der sich zwischen Exon 2 und 3 zusätzliche Spleißstellen befinden (Mitte). 
Antisense-Oligonucleotide, die die Verzweigungspunkte dieser Spleißstellen blockieren, stellen die ursprüngliche Struktur 
des Gens für das Spleißen wieder her (rechts). b Das Bcl-x-Gen führt durch alternatives Spleißen zu zwei verschiedenen 
Proteinen. Bcl-xS wird in einer normalen defekten Zelle gebildet und fördert den Zelltod über Apoptose (links). Einige 
Krebszellen synthetisieren kein Bcl-xS. Stattdessen entsteht über alternatives Spleißen die längere Form, Bcl-xL, die die 
Krebszelle vor Apoptose schützt (Mitte). Antisense-Oligonucleotide, die den für das Spleißen und die Synthese von Bcl-xL 
notwendigen Verzweigungspunkt blockieren, machen die Synthese des Bcl-xS-Proteins wieder möglich und sensitivieren 
die Krebszelle schließlich wieder für die Apoptose. 
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Antisense-Oligonucleotide werden eingesetzt, 
um die genetischen Veränderungen, die zu 
B-Thalassamie und einigen Krebsarten führen, zu 
korrigieren. 


Probleme bei der Verwendung 
von Antisense-Oligonucleotiden 


Es gibt zwei Hauptprobleme, die mit der Antisen- 
se-Technologie verbunden sind. Das wichtigste ist 
das Design der Antisense-Oligonucleotide selbst. 
Obwohl die mRNA in der Regel als lineares Mo- 
lekül dargestellt wird, faltet sich das Molekül und 
bildet zwischen verschiedenen Regionen Watson- 
Crick-Basenpaarungen aus. Außerdem bilden ei- 
nige Regionen Schleifen und Kehren, wodurch 
sich eine dreidimensionale Struktur ergibt. Einige 
der Zielregionen lagern sich durch Basenpaarung 
an andere Molekülbereiche, und wiederum an- 
dere Zielregionen können tief in der dreidimen- 
sionalen Struktur verborgen sein. Dadurch wird 
die Suche nach einer Ziel-mRNA, die für ein im 
Labor konstruiertes Oligonucleotid zugänglich ist, 
problematisch. 

Die zweite große Herausforderung für die An- 
tisense-Technologie sind unspezifische Wechsel- 
wirkungen mit anderen Molekülen. Wie bereits er- 
wähnt, haben Phosphorthioat-Oligonucleotide das 
Potenzial, an zelluläre Proteine zu binden, die mit 
den schwefelhaltigen Verbindungen interagieren 
und so das Oligonucleotid daran hindern, an die 
Ziel-mRNA zu binden. Außerdem können kleine 
Abschnitte eines Oligonucleotids auch unspezifisch 
an mRNA-Sequenzen binden. Normalerweise bliebe 
das ohne Folgen, weil der Heteroduplexbereich kurz 
und wenig stabil ist. Ist das Oligonucleotid jedoch 
sensitiv für RNase H, dann kann die Endonuclease 
die falsche mRNA abbauen. Der homologe Bereich 
von RNA und DNA muss für die RNase-H-Erken- 
nung nur eine Länge von etwa 7 bp haben, sodass 
auch eine kurze instabile Heteroduplex ausreichen 
kann, um das Enzym zu aktivieren. Damit das Anti- 
sense-Oligonucleotid für nur eine mRNA spezifisch 
ist, muss der homologe Bereich eine Länge von 
etwa 20 bp haben. Eine Methode, dieses Problem zu 
lösen, ist die Verwendung von chimären Antisense- 
Oligonucleotiden, weil RNase H ausschließlich in 
der Kernregion des chimären Moleküls spalten kann 
(Abb.5.7). Auch wenn die Enden des chimären 


Antisense-Oligonucleotids eine 7 bp lange homologe 
Region auf einer mRNA, die kein Zielmolekül dar- 
stellt, finden, kann das Enzym diese unspezifischen 
Ziele nicht spalten. 


Wenn die Ziel-mRNA ausgeprägte Sekundär- 
strukturen aufweist, ist es für Antisense-Oligo- 
nucleotide schwierig, an die vorgesehene Stelle 
zu binden. 

Chimäre Antisense-Oligonucleotide werden 
eingesetzt, um den unspezifischen Abbau von 
mRNA zu verhindern, die nicht das Zielmolekül 
darstellt. 


Die Expression von 
Antisense-RNA-Konstrukten 


Statt Antisense-Oligonucleotide zu verwenden, kann 
Antisense-RNA auch ausgehend von einem Vektor, 
der in eine Zelle geschleust wurde, transkribiert wer- 
den. (Das Einschleusen von Fremd-DNA in pflanz- 
liche und tierische Zellen wird in Kapitel 14 und 15 
ausführlich besprochen.) Zunächst wird das Zielgen 
in entgegengesetzter Orientierung kloniert, sodass 
bei der Transkription die Antisense-RNA gebildet 
wird und nicht die Sense-mRNA (s. Abb. 5.3b). Man 
geht davon aus, dass durch dieses Verfahren die 
zelluläre Ziel-mRNA durch die Bildung einer Hete- 
roduplex aus Sense- und Antisense-RNA inaktiviert 
wird. Voraussetzung für die Bildung einer Hetero- 
duplex ist, dass beide RNAs ungefaltet vorliegen. 
Hat eine der RNAs eine stabile Sekundär- oder 
Tertiärstruktur, dann kann das Konstrukt aus bei- 
den RNAs in der Zelle unter Umständen nicht 
entstehen. 

Der Vorteil einer internen Synthese von Anti- 
sense-RNA ist, dass sich die Antisense-Expression 
kontrollieren lässt. Wird das Antisense-Gen hinter 
einen induzierbaren Promotor kloniert, dann wird 
die Antisense-RNA so lange nicht synthetisiert, bis 
das Gen durch ein spezifisches Signal oder spezi- 
fische Bedingungen induziert wird. Dies kann für 
eine gewebespezifische Expression des Antisense- 
Gens nützlich sein. Ein weiterer Vorteil ist, dass die 
Antisense-RNA über einen langen Zeitraum konti- 
nuierlich exprimiert wird. Eine umständliche und 
kostspielige Zugabe von externen Antisense-Oligo- 
nucleotiden entfällt daher. 
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5.7 Oligonucleotide können un- 
spezifische Wirkungen haben 

a RNase H kann auch an einer 
nichtbeabsichtigten Stelle spalten, 
wenn das Oligonucleotid an einen 
kurzen homologen Bereich von 7 
bp bindet. b Chimäre Oligonuc- 
leotide verhindern einen unspe- 
zifischen Abbau durch RNase H. 
Binden die RNase-H-resistenten 
Enden des chimären Oligonucleo- 
tids unspezifisch an die mRNA, 
dann verhindert die Struktur des 
Oligonucleotids die Erkennung 
und Spaltung der Heteroduplex 
durch RNase H. 
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Ein Zielgen kann in entgegengesetzter Richtung 
kloniert und so ein Antisense-Vektor hergestellt 
werden. Wird dieses Gen in einer Zelle exprimiert, 
dann bindet die Antisense-RNA an die endogene 
mRNA und verhindert so deren Translation in ein 
Protein. 


Die gezielte Verabreichung 
von Antisense-Therapeutika 


Das Einschleusen von Antisense-Oligonucleo- 
tiden in Zellen erfordert spezielle Methoden, da 
die Moleküle die Zellwand nicht selbst durchque- 
ren können, um wirksam zu sein. Ein Antisense- 
Oligonucleotid zur gewünschten Position in der 
Zelle zu dirigieren, ist ein weiteres Problem bei 
der Durchführung von Antisense-Therapien. Der 
Mechanismus der Aufnahme von Oligonucleotiden 
ist nicht bekannt, doch es handelt sich um einen 
aktiven Prozess, d.h. die Aufnahme ist abhängig 
von der Temperatur, der Konzentration der Oligo- 
nucleotide und dem Zelltyp. Man nimmt an, dass 
die Moleküle über Endo- oder Pinocytose aufge- 
nommen werden. (Pinocytose ist der Endocytose 
ähnlich, doch sind die in die Zelle aufgenommenen 
Tröpfchen bei der Pinocytose kleiner.) Außerdem 
ist es möglich, dass die Oligonucleotide bei gerin- 
gen Konzentrationen über einen membrangebun- 
denen Rezeptor in die Zelle geschleust werden, bei 
höheren Konzentrationen jedoch über Endo- oder 
Pinocytose. 

Eine übliche Methode, mit der Oligonucleotide 
in Zellen transportiert werden, ist, sie in Liposomen 
zu verpacken (Abb.5.8a). Liposomen sind kleine 
Vesikel mit einer Phospholipiddoppelschicht und 
Cholesterin. Ob das Liposom neutral oder positiv 
geladen ist, hängt von dem Phospholipid ab, das 
für seine Herstellung verwendet wird. Ist es posi- 
tiv geladen, dann lagern sich die Oligonucleotide 
an die Außenseite des Liposoms oder sie befinden 
sich in der wässrigen Phase im Innern. Positiv gela- 
dene Liposomen werden von der negativ geladenen 
Zelloberfläche angezogen, und das Liposom wird 
zusammen mit den Oligonucleotiden durch Endo- 
cytose aufgenommen. Einige Liposomen enthalten 
„Hilfsmoleküle“, die die endosomale Membran in- 
stabil machen, sodass der Liposomeninhalt direkt 
in das Cytoplasma freigesetzt wird. Andere Trans- 


portsysteme sind kationische Polymere wie Poly-L- 
Lysin und Polyethylenimin. Diese wirken wie zuvor 
beschrieben über elektrostatische Wechselwirkun- 
gen, doch sie sind toxisch, wenn sie in die Zelle 
aufgenommen werden; daher werden sie nur selten 
verwendet. 

Wird für den Transport ein endosomaler Weg 
(z.B. über Liposomen) gewählt, dann werden die 
Antisense-Oligonucleotide mit relativ hoher Wahr- 
scheinlichkeit abgebaut oder nicht in das Cytoplasma 
freigesetzt. Um dieses Problem zu lösen, müssen an 
basische Peptide gebundene Antisense-Oligonuc- 
leotide in die Zelle geschleust werden (s. Abb. 5.8b). 
Zu diesen Peptiden gehören das Tat-Protein aus 
HIV-1, der N-terminale Abschnitt der H2A-Unter- 
einheit des Agglutininproteins aus dem Grippevirus 
und das Antennapediapeptid aus Drosophila (das 
normalerweise ein Transkriptionsfaktor ist). Diese 
Peptide werden in den Zellkern geschleust und auch 
gekoppelte Antisense-Oligonucleotide gelangen di- 
rekt in den Kern. 

Andere Verfahren, um Oligonucleotide in die 
Zelle zu transportieren, erfordern eine chemische 
oder manuelle Zerstörung der Membran (s. Abb. 5.8). 
Membranporen können durch die Anwendung von 
Streptolysin O (s. Abb. 5.8c) oder durch eine Elek- 
troporation entstehen (s. Kap. 3). Streptolysin O ist 
ein Toxin aus Streptokokken, das nach der Bindung 
an Cholesterin in der Membran aggregiert und eine 
Pore bildet. Das Oligonucleotid durchquert die Pore 
und gelangt direkt in das Cytoplasma. Antisense- 
Oligonucleotide lassen sich ebenfalls durch Mikro- 
injektion in die Zelle schleusen, doch diese Me- 
thode ist am Patienten nicht durchführbar, sondern 
nur im kleinen Maßstab für Zellkulturen geeignet 
(Abb. 5.9). Ein weiteres mechanisches Verfahren ist 
das scrape-loading (s. Abb. 5.9). Hier werden adhä- 
rent wachsende Zellkulturen vorsichtig von der Pe- 
trischale gekratzt, während sich die Oligonucleotide 
in dem Medium befinden. Das Entfernen der Zellen 
verursacht wahrscheinlich kleine Verletzungen der 
Zellmembran, sodass die Oligonucleotide in das Cy- 
toplasma gelangen können. 


Antisense-Oligonucleotide können mithilfe von 
Endocytose oligonucleotidgefüllter Liposomen, 
durch die Kopplung an basische Peptide, die in 
den Zellkern geschleust werden, durch Poren, 
welche von Streptolysin O gebildet werden, oder 
durch mechanische Scherung in die Zielzellen 
gelangen. 
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5.8 Möglichkeiten der Antisense-Oligonucleotid-Aufnahme durch Zellen 

a Liposomen sind kugelförmige Strukturen, die aus Lipiden und Cholesterin bestehen. Die Oligonucleotide werden entwe- 
der im Zentrum eingekapselt oder lagern sich an die Oberfläche des Liposoms. Der Komplex wird über Endocytose in die 
Zelle geschleust und der Inhalt in das Cytoplasma freigesetzt. b Basische Peptide sind natürlich vorkommende Proteine, 
die normalerweise in den Zellkern transportiert werden. Das Oligonucleotid kann mit diesen Peptiden fusioniert werden 
und auf diese Weise in den Zellkern gelangen. c Streptolysin O, ein Toxin aus Streptokokken, aggregiert mit der Zellmem- 
bran und bildet eine porenähnliche Struktur. Die Oligonucleotide durchqueren die Zellmembran durch diese Poren. 
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5.9 Mikroinjektion und scrape-loading 

a Oligonucleotide lassen sich direkt mithilfe einer feinen Nadel in Zellen injizieren. Die Mikroinjektion kann an einzelnen 
Zellen in Zellkulturen durchgeführt werden. b Das scrape-loading ist ein mechanisches Verfahren, um die Oligonucleotide 
in kultivierte Zellen einzuschleusen. Kratzt man die Zellen vom Boden des Kulturgefäßes, dann werden die Zellmembranen 
geschädigt und die Oligonucleotide können in die Zellen gelangen. Danach schließt sich die Membran wieder, und das 
Oligonucleotid ist in der Zelle gefangen. 
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RNA-Interferenz nutzt Anti- 
sense-Sequenzen, um die 
Genexpression zu hemmen 


RNA-Interferenz (RNAi) ist eine kürzlich entdeckte 
Variante der endogenen Genregulation, bei der kurze 
doppelsträngige RNA-Abschnitte (dsRNA) einen En- 
zymkomplex aktivieren, der eine Ziel-mRNA abbaut. 
Im Wesentlichen verringern die kurzen dsRNA- 
Abschnitte die Syntheserate des Zielproteins, indem 
die komplementäre mRNA abgebaut wird. RNAi 
wurde bei Pflanzen, Pilzen, Säugern, Fliegen und 
Würmern entdeckt und hat unterschiedliche Namen. 
Die verschiedenen Organismen zeigen Variationen 
des grundlegenden Mechanismus. Mutationen in den 
Enzymen, die an RNAi beteiligt sind, wirken sich auf 
ein weites Spektrum zellulärer Prozesse aus. Einige 
beeinflussen die Entwicklung eines Organismus, an- 
dere verändern die Abwehr von Viren, insbesondere 
von RNA-Viren. In anderen Fällen erhöhen Mu- 
tationen mit Einfluss auf RNAi die Bewegung von 
Transposons, was vermuten lässt, dass RNAi auch 
das Springen der Transposons verhindert. Alle diese 
Prozesse beruhen auf der Regulation der Translation 
bzw. des mRNA-Abbaus. 

RNAi lässt sich in zwei Phasen einteilen, die In- 
itiationsphase und die Effektorphase. Die Initiation 
beginnt mit der Bildung der dsRNA, die hauptsäch- 
lich aus drei Quellen stammt. Die erste Quelle sind 
infizierende RNA-Viren, die sich über ein dsRNA- 
Zwischenprodukt replizieren, das RNAi auszulösen 
vermag. Eine Theorie geht davon aus, dass sich der 
RNAi-Mechanismus entwickelt hat, um diese in- 
fizierenden Viren abzuwehren. Als nächste Quelle 
kommt die genomische DNA des Organismus in- 
frage. Diese enthält Sequenzen, welche MikroRNAs 
codieren. Diese MikroRNAs vermitteln spezifisch 
RNAi (s. unten). Schließlich kann dsRNA auch bei 
einer anormalen Transkription gentechnisch verän- 
derter Gene entstehen (Abb.5.10a). Während des 
nächsten Schrittes der Initiation bindet dsRNA an 
eine Endonuclease, die als Dicer bezeichnet wird. 
Dieses Enzym schneidet die dsRNA in kleine Frag- 
mente mit einer Länge von 21 bis 23 Nucleotiden, die 
kurze interferierende RNAs (engl. short interfering 
RNAs, siRNAs) genannt werden (s. Abb. 5.10b). Di- 
cer ist eine dsRNA-abhängige RNA-Endonuclease, 
die zur RNase-III-Familie gehört. Die siRNAs be- 
sitzen am 3’-Ende einen für Enzyme des RNase-III- 
Typs typischen Uberhang aus zwei Nucleotiden. Das 


5’-Ende wird durch eine Kinase phosphoryliert, die 
mit Dicer assoziiert ist, wodurch die siRNAs fir die 
nächste Phase vorbereitet werden. 

In der Effektorphase überträgt Dicer die siRNA 
auf einen Ribonucleoproteinkomplex, der als RNA- 
induzierter Silencingkomplex (RISC) bezeichnet 
wird. RISC wird durch siRNAs aktiviert und nutzt 
eine RNA-Helikase, um die doppelstrangigen Frag- 
mente zu Einzelstrangen zu entwinden. Die einzel- 
strängige Antisense-siRNA wird anschließend für die 
Suche nach komplementären Sequenzen im Cyto- 
plasma genutzt. Bindet RISC an komplementäre Se- 
quenzen, dann werden diese zunächst durch eine im 
RISC-Komplex vorhandene Endonuclease gespalten 
und durch Exonucleasen des Cytosols weiter abge- 
baut. Dadurch werden alle mRNA-Molekiile zerstört, 
die zur siRNA komplementär sind. Sowohl Dicer als 
auch der RISC-Komplex sind abhängig von ATP als 
Energielieferanten. Die Antisense-siRNA bestimmt 
die Ziel-mRNA und stellt sicher, dass mRNAs nicht 
unspezifisch abgebaut werden. 

RNAi erfordert nicht viele siRNA-Molekiile. Tat- 
sächlich reichen nur etwa 50 Kopien von siRNA aus, 
um die gesamte Ausstattung einer Zelle mit Ziel- 
mRNA abzubauen. Dass sich so viele Zielmoleküle mit 
so wenigen siRNA-Kopien zerstören lassen, beruht 
auf einer Verstärkung des Systems durch das Enzym 
RNA-abhängige RNA-Polymerase (engl. RNA-de- 
pendent RNA-Polymerase, RdRP), durch dessen Ak- 
tivität dsRNA entsteht. RdRP nutzt das geschnittene 
Zielmolekül als Matrize für die Synthese von mehr 
dsRNA-Molekülen. Dicer erkennt diese neue dsRNA 
und spaltet sie in mehr siRNAs, wodurch sich die Zahl 
an si-RNA-Molekülen stark erhöht (Abb. 5.11). 

RNAi beeinflusst die Genexpression auch durch 
die Umwandlung von Kopien des Zielgens in He- 
terochromatin (Abb. 5.12). Die siRNA dirigiert he- 
terochromatinbildende Enzyme und Proteine zum 
Zielgen. Ist die geöffnete und exprimierte DNA-Kon- 
formation einmal in Heterochromatin umgewandelt, 
wird keine mRNA mehr synthetisiert. Daher vermag 
RNAi die Genexpression auch dauerhaft zu repri- 
mieren. 


RNAi verläuft in zwei Phasen. Während der Initiati- 
onsphase wird die als siRNA bezeichnete doppel- 
strängige RNA mit einer Länge von 21 bis 23 Nuc- 
leotiden gebildet, und in der Effektorphase entsteht 
aus der doppelsträngigen siRNA eine einzelsträn- 
gige Matrize, die dazu dient, komplementäre mRNA 
zu finden und zu zerstören. 
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RISC entwindet siRNAs 
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5.11 Verstärkung der RNAi 

Nachdem die RISC-assoziierten Enzyme die komple- 
mentäre mRNA in der Zelle gespalten haben, bindet ein 
weiteres Enzym, eine RNA-abhängige RNA-Polymerase, an 
einige der entstandenen Fragmente. RdRP synthetisiert 
komplementäre Stränge und es entstehen mehr doppel- 
strängige RNAs. Dicer erkennt diese Fragmente und durch 
die Aktivität des Enzyms entsteht wiederum mehr siRNA. 


RNAi in Pflanzen und Pilzen 


RNAi wurde zuerst in Pflanzen beobachtet und als 
posttranskriptionelles Gen-Silencing (PTGS) be- 
zeichnet. Das Phanomen wurde erstmals bemerkt, 
als die ersten Versuche zur Herstellung transgener 
Pflanzen merkwürdige Ergebnisse hervorbrach- 
ten. Schleuste man die Kopie eines Gens ein, um 
die Menge eines bestimmten Proteins zu erhöhen, 


dann wurden sowohl die eingebaute Kopie (d.h. das 
Transgen) als auch das ursprünglich vorhandene Gen 
stillgelegt. Das Ergebnis war eine Pflanze, die weni- 
ger Zielprotein produzierte anstatt mehr. So bauten 
Forscher im Jahr 1990 z.B. ein Gen in Petunien ein, 
wodurch die Blüten eine dunkel violette Färbung er- 
halten sollten. Stattdessen hatten die Pflanzen weiße 
Blüten. Sowohl das Transgen als auch das endogene 
Gen wurden reprimiert. Ein ähnliches Phänomen, 
das man als quelling bezeichnete, wurde in Neuro- 
spora beobachtet. Nach der Entdeckung von RNAi 
in Caenorhabditis elegans erkannte man, dass RNAi, 
PTGS und quelling über denselben Mechanismus wir- 
ken. Keiner dieser Prozesse beeinflusste das Ausmaß 
der Transkription. In den Zellen befand sich eine 
Menge mRNA des Transgens. Nach einiger Zeit lag 
die mRNA des Transgens allerdings in zwei Fragmen- 
ten vor, was vermuten ließ, dass sie durch eine Endo- 
nuclease geschnitten wurde. Zu späteren Zeitpunkten 
fand man zunehmend kleinere Fragmente der Ziel- 
mRNA, was auf Exonucleasen hinwies, die die größe- 
ren Fragmente zerschneiden. Und schließlich wurden 
die Gene in Heterochromatin umgewandelt. 

Wie induziert eine zusätzliche Genkopie ein Sys- 
tem, das durch dsRNA aktiviert wird? Eine Theorie 
ist, dass eine Überproduktion bestimmter mRNAs die 
RdRP aktiviert, um aus diesem Überschuss dsRNA 
zu synthetisieren. Diese dsRNA aktiviert Dicer und 
es entstehen siRNAs, die die mRNA abfangen, welche 
sowohl von dem Transgen stammt als auch von jedem 
nahe verwandten endogenen Gen. Ein alternativer Er- 
klärungsansatz geht davon aus, dass bei der Expression 
bestimmter Transgene einige mRNA-Bereiche Doppel- 
stränge ausbilden, wodurch Haarnadelschleifen ent- 
stehen. Diese Abschnitte vermögen Dicer ebenfalls zu 
aktivieren. Die genetische Analyse der Modellpflanze 
Arabidopsis hat gezeigt, dass die RARP von dem SDE-1- 
Gen codiert wird, welches für das Silencing des Trans- 
gens notwendig ist, aber nicht für die antivirale RNAi. 
(Im zweiten Fall würde die virale RNA-Polymerase 
dsRNA synthetisieren und die pflanzliche RdRP wäre 
nicht notwendig.) Das spricht für das erste Modell des 
transgengesteuerten Silencings. 

Die interessanteste Eigenschaft von PTGS ist, dass 
sich das Silencing von einem Pflanzenteil zum nächs- 
ten ausbreiten kann. Pflanzen lassen sich pfropfen, 
d.h., ein Blatt oder ein Zweig können auf eine andere 
Pflanze übertragen werden. Ein aufgepfropfter Spross, 
der ein Transgen trägt, das durch PTGS stillgelegt 
wurde, wird das korrespondierende endogene Gen 
in der Unterlage (die Pflanze, auf die gepfropft wird) 
ebenfalls stilllegen. Diese Wirkung von RNAi wandert 
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5.12 Die Bildung von Heterochromatin durch RNAi 

Der RISC-Komplex, der einzelstrangige siRNA enthält, vermag auch komplementäre DNA-Sequenzen zu erkennen und an 
sie zu binden. Lagert sich RISC an ein sich wiederholendes DNA-Element, dann werden viele histonmodifizierende En- 
zyme und Silencingkomplexe aktiviert, um diesen Bereich der DNA in Heterochromatin umzuwandeln. Ist dies geschehen, 


wird die Region nicht langer in mRNA transkribiert. 
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durch das Gefäßsystem der Pflanze und beeinflusst 
auch Regionen, die kein Transgen enthalten. Auch in 
C. elegans breitet sich RNAi aus, nicht nur von Ge- 
webe zu Gewebe, sondern auch von den Eltern auf die 
Nachkommen. Wie es scheint, haben Säugetiere keine 
Möglichkeit der Verbreitung von RNAi. 

Die Fähigkeit zur Verbreitung beruht nicht ein- 
zig und allein auf der siRNA. In Pflanzen bildet das 
Potyvirus einen Inhibitor von RNAi, der als Hc-Pro 
(engl. helper component proteinase) bezeichnet wird. 
Dieses Protein hemmt die Anreicherung von siRNA. 
Dennoch breitet sich das RNAi-Signal weiterhin in 
andere Pflanzenteile aus und ruft eine Methylierung 
der DNA hervor, die die DNA in Heterochromatin 
umwandelt. Andere virale Gene, die verschiedene 
Schritte des RNAi-Prozesses inhibieren, werden, so 
hofft man, den Mechanismus der Ausbreitung ent- 
schlüsseln helfen. 

Andere Bezeichnungen für RNAi-Varianten sind 
transkriptionelles Gen-Silencing, Cosuppression 
und virusinduziertes Silencing. Das virusinduzierte 
Silencing tritt auf, wenn das Virusgenom ein dop- 
pelsträngiges RNA-Zwischenprodukt besitzt, das Di- 
cer und RISC induziert. Cosuppression ist eine der 
ersten Bezeichnungen für PTGS. Transkriptionelles 
Gen-Silencing bezieht sich auf das Silencing der 
Genexpression durch die Umwandlung des Gens in 
Heterochromatin. Der Name „GENE impedance“ 
(GENEi) wurde vorgeschlagen, um alle diese Phäno- 
mene zusammenzufassen, doch er wird selten ver- 
wendet. 


Frühe Experimente zur Herstellung transgener 
Pflanzen wiesen auf ein Phänomen hin, das heute 
als RNAi bekannt ist. RNAi wird auch als posttran- 
skriptionelles Gen-Silencing (PTGS), quelling, tran- 
skriptionelles Gen-Silencing, Cosuppression und 
virusinduziertes Silencing bezeichnet. 


MikroRNAs sind Antisense- 
Sequenzen, die die 
Genexpression verandern 


Die Entwicklung eines Embryos zum adulten Wurm 
C. elegans erfordert RNAi, damit bestimmte Gene 
zu den richtigen Zeitpunkten abgeschaltet werden. 
In diesem Fall wird RNAi nicht durch das Eindrin- 


gen von externen Sequenzen wie Transgenen oder 
Viren verursacht. Während der Entwicklung wer- 
den nichtcodierende RNA-Moleküle, bekannt als 
MikroRNAs (miRNAs) vom Genom des Wurms 
transkribiert. Diese miRNAs regulieren die Gen- 
expression, indem sie die Translation einer ent- 
sprechenden Ziel-mRNA blockieren. MikroRNAs, 
zuerst in C. elegans entdeckt, wurden anschließend 
in verschiedensten Pflanzen und Tieren gefunden, 
auch im Menschen. RNAi, die durch miRNAs indu- 
ziert wird, ist dem oben beschriebenen Mechanis- 
mus ähnlich. Die Ziel-mRNAs werden durch eine 
Antisense-Sequenz identifiziert, d.h. die miRNA 
besitzt Sequenzen, die komplementär sind zu einem 
Teil der Ziel-mRNA. Einige miRNAs binden an 
die Ziel-mRNA und verhindern die Initiation der 
Translation. In anderen Fällen bindet die miRNA an 
die 3’-UTR-Region der mRNA. 

MikroRNAs werden als Vorläufermoleküle, 
Prä-MikroRNASs, transkribiert, die eine Länge von 
etwa 70 Nucleotiden haben. In Drosophila wer- 
den miRNAs als polycistronische mRNAs tran- 
skribiert, die zunächst durch eine Endonuclease 
namens Drosha gespalten werden. In Pflanzen 
können die Prä-MikroRNAs durchaus länger sein 
und bis zu 300 Nucleotide umfassen. Dicer spal- 
tet diese Moleküle in Abschnitte mit einer Länge 
von etwa 20 Nucleotiden. Nach der Spaltung des 
Vorläufermoleküls bildet die freigesetzte miRNA 
durch komplementäre Basenpaarung eine Stamm- 
Schleife-Struktur. Dicer erkennt die Stamm-Schleife 
und schneidet die Schleife, wodurch die beiden 
Strange getrennt werden. Der RISC-Komplex trennt 
die beiden Stränge anschließend. Die miRNA aus 
Tieren wie C. elegans toleriert einige wenige Fehl- 
paarungen innerhalb der Bindungsdomäne. In 
Tieren blockiert der Antisense-miRNA-Strang die 
Translation der Ziel-mRNA (Abb. 5.13), die nicht 
abgebaut wird. In Pflanzen hingegen muss die Mi- 
kroRNA perfekt passen. Der Vorgang basiert auf 
der RISC-vermittelten Erkennung und Spaltung der 
Ziel-mRNA. 


MikroRNAs (miRNAs) modulieren wahrend der Ent- 
wicklung vieler Organismen die Expression unter- 
schiedlichster Gene. MikroRNAs werden zunachst 
als Pra-miRNAs von dem Genom des Organismus 
transkribiert, zu Stücken aus 21 bis 23 Nucleotiden 
prozessiert und anschließend von RISC getrennt 
und zur Zerstörung der komplementären Ziel-mRNA 
genutzt. 
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5.13 Die miRNA-vermittelte 
Inaktivierung der Translation in 
Drosophila 

Drosophila besitzt eine Vielzahl 

von Genen für miRNAs, die die 
Translation der mRNA während der 
Entwicklung kontrollieren. Die Gene 
sind polycistronisch, und ein als 
Drosha bezeichnetes Enzym schnei- 
det jede Haarnadelstruktur, um die 
Prä-miRNAs herzustellen. Diese 
verlassen durch Kernporen den Zell- 
kern. Im Cytoplasma erkennt Dicer 
diese Sequenzen und schneidet das 
Ende der Schleife. Es entstehen 
doppelsträngige miRNAs. Diese 
werden von RISC erkannt, zu Ein- 
zelsträngen entwunden und für die 
Blockierung der Translation oder für 
den Abbau komplementärer mRNA 
eingesetzt. 
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Anwendungen von 
RNAi bei der Analyse 
der Genexpression 


Durch die Inhibierung der Translation bietet RNAi 
die Möglichkeit, ein bestimmtes Protein ohne gen- 
technische Veränderungen aus einem Organismus 
zu entfernen. RNAi ist ein leistungsfähiges Werkzeug 
für die Aufklärung der Funktion eines bestimmten 
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5.14 Einschleusen von dsRNA in C. elegans 


Proteins innerhalb der Entwicklung. Die Anwendung 
von RNAi bei der Untersuchung von C. elegans ist 
besonders gut etabliert. Es wurden drei verschiedene 
Methoden angewendet, um dsRNA-Konstrukte in 
C. elegans einzuschleusen und RNAi zu aktivieren 
(Abb. 5.14). Der kleine Wurm besitzt die außeror- 
dentliche Fähigkeit, DNA oder RNA aufnehmen zu 
können. Die Würmer werden mit E. coli-Bakterien, 
die die gewünschte dsRNA exprimieren, gefüttert, 
und der Wurm nimmt die dsRNA in seine Zellen 
auf. Dicer schneidet die dsRNA in kleine siRNAs, 


dsRNA-Vektor 


C. elegans 


C. elegans 
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a C. elegans kann dsRNAs absorbieren, die von Bakterien exprimiert werden und die man dem Wurm als Futter verab- 
reicht hat. b C. elegans kann dsRNA ebenfalls aus der umgebenden Lösung aufnehmen. c Die Injektion von dsRNA in ein 


Ei löst Gen-Silencing in dem sich entwickelnden Wurm aus. 
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die RISC aktivieren und schließlich die Ziel-mRNA 
blockieren. Eine weitere Methode, um die dsRNA 
einzuschleusen, ist, die Würmer in eine Lösung mit 
dsRNA zu inkubieren. Die exogene dsRNA wird von 
dem Wurm absorbiert und aktiviert dort RNAi. Ein 
drittes Verfahren zur Induktion von RNAi ist die 
Injektion von dsRNA in Wurmeier. Der Wurm ent- 
wickelt sich mit der vorhandenen ssRNA, und RNAi 
wird in allen Zellen aktiviert. Die Inkubation der 
Würmer in dsRNA oder das Verfüttern von dsRNA- 
exprimierenden Bakterien kann unvollständig sein 
und die Effizienz reicht möglicherweise nicht aus - 
einige Zellen werden nicht penetriert -, doch da sich 
das Signal von einer Zelle zur nächsten ausbreitet, 
sind die Methoden dennoch geeignet. Erstaunlicher- 
weise kann die Wirkung von RNAi von einem Elter 
an die Nachkommen weitergegeben werden. In den 
Nachkommen eines Wurms, der ein stillgelegtes Gen 
besitzt, wird dieses Gen ebenfalls stillgelegt. 

Das Einschleusen von dsRNA in Drosophila ist 
nicht so leicht zu bewerkstelligen wie in C. elegans. 
Die Fliegen nehmen keine externe dsRNA auf, indem 
sie sie fressen oder aus einer Lösung absorbieren. Bei 
Drosophila muss die dsRNA durch Mikroinjektion 
direkt in das sich entwickelnde Ei eingebracht wer- 
den. Die dsRNA wird während der Entwicklung des 
Embryos in die Zellen absorbiert. Der Vorteil dieser 
Methode ist, dass sich ein interessierendes Protein in 
allen Entwicklungsphasen ausschalten lässt. Ist ein 
Protein für die Entwicklung essenziell, kann eine zu 
frühe Aktivierung von RNAi die Entwicklung been- 
den und die Fliege töten. Glücklicherweise besitzt 
Drosophila eine Eigenschaft, die C. elegans nicht auf- 
weist. Fliegenzellen können in vitro in einer Nährlö- 
sung kultiviert werden. Da sich dsRNA in kultivierte 
Zellen einschleusen lässt, lassen sich diese Zelllinien 
für eine Analyse der Proteinfunktion durch RNAi 
nutzen. Wird der Embryo während seiner Entwick- 
lung durch RNAi abgetötet, kann man das entspre- 
chende Protein immer noch in Zellkulturen unter- 
suchen. 


C. elegans kann dsRNA aufnehmen und RNAi akti- 
vieren, indem er transgene Bakterien frisst, die die 
dsRNA exprimieren. Weitere Möglichkeiten sind 
eine Inkubation in einer dsRNA-Losung oder die 
Injektion von dsRNA in die Eier. 

Auch Drosophila lässt sich als Modellorganis- 
mus nutzen, um die Proteinfunktion mittels RNAi zu 
untersuchen, indem man dsRNA in Drosophila-Eier 
oder kultivierte Zellen injiziert. 


RNAi für die Untersuchung 
von Saugergenen 


Eine wichtige Anwendung von RNAi ist die Bestim- 
mung der Funktion von menschlichen Proteinen, 
die dann als Zielmolekiile fiir die Therapie von Er- 
krankungen dienen können. Bis vor kurzem war die 
Anwendung von RNAi zur Analyse der Funktion 
von Säugerproteinen nicht möglich. Die Zugabe von 
dsRNA zu Säugerzellkulturen oder ganzen Mäusen 
induziert eine starke antivirale Reaktion. Interferon 
wird produziert, das den Abbau aller RNA-Tran- 
skripte und das Abschalten der Proteinsynthese in 
den Zellen auslöst. Die in C. elegans und Drosophila 
angewandte Methode tötet Säugerzellen ab und bis 
vor kurzem gab es keine Alternativen. 

Die Erkenntnis, dass kurze interferierende RNAs 
(siRNAs) RNAi vermitteln, war der Schlüssel zur An- 
wendung der Methode in Säugetieren. Statt lange ds- 
RNA zu verwenden wie in C. elegans und Drosophila, 
aktivieren in Säugerzellen dsRNA-Moleküle mit einer 
Länge von weniger als 30 Nucleotiden die entspre- 
chenden Gegenstücke zu Dicer und RISC. Dadurch 
wird die Expression der Ziel-mRNA unterbunden. 
Solche kurzen dsRNA-Abschnitte wirken somit wie 
endogen gebildete siRNA. Wie bereits beschrieben, 
sind die von Dicer hergestellten siRNAs kurze dop- 
pelsträngige RNA-Moleküle mit einer Länge von 21 
bis 23 Basenpaaren. Außerdem besitzen die siRNAs 
einen 3’-Uberhang aus zwei Basen, der stabiler ist, 
wenn er aus zwei Uracilresten besteht. Um eine be- 
stimmte Ziel-mRNA in Säugerzellen untersuchen zu 
können, werden chemisch synthetisierte siRNAs, die 
zum Zielmolekül komplementär sind und diese Eigen- 
schaften besitzen, entworfen. Ähnlich wie bei Antisen- 
se-Oligonucleotiden können diese siRNAs z.B. durch 
Methylgruppen am 2’-OH der Ribose modifiziert sein, 
um die Moleküle zu stabilisieren. Der wichtigste und 
zugleich problematischste Aspekt der siRNA-Konst- 
ruktion in vitro ist, eine wirksame Sequenz zu finden. 
Die Sequenz der Ziel-mRNA muss für die siRNA zu- 
gänglich sein, was aufgrund der Sekundärstrukturen 
in der mRNA eine Herausforderung darstellt. Viele 
geeignete siRNAs werden entworfen, synthetisiert und 
hinsichtlich der Aktivierung von RNAi überprüft. 
Diese siRNA-Sequenzen werden ähnlich wie Anti- 
sense-Oligonucleotide durch Transfektion, Liposomen 
und Mikroinjektion in die Säugerzellen geschleust. 

Statt siRNA chemisch zu synthetisieren, kann 
die Ziel-mRNA mit dem gereinigten Dicer gemischt 
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werden, um sie in siRNA-Stücke zu schneiden 
(Abb.5.15). Obwohl die Reaktion im Reagenzglas 
stattfindet, produziert der gereinigte Dicer wie in 
vivo viele siRNAs. Um die Ziel-mRNA zu syntheti- 
sieren, wird die Sequenz des ausgewählten Zielgens 
in einer PCR und mithilfe von PCR-Primern verviel- 
fältigt, die eine Promotorsequenz für die T7-RNA- 
Polymerase enthalten. Die doppelsträngige DNA 
wird nach der PCR durch die T7-RNA-Polymerase 
in dsRNA transkribiert. Die RNA-Stücke lagern sich 
anschließend spontan aneinander und werden mit 
gereinigtem Dicer gemischt, der die Sequenzen in 


dsDNA 


viele verschiedene siRNAs spaltet. Mit diesen werden 
anschließend Säugerzellen transfiziert. 

Außerdem lässt sich in Säugerzellen RNAi akti- 
vieren, indem kurze Haarnadel-RNAs (engl. short 
hairpin RNAs, shRNAs) exprimiert werden, die die 
Struktur der MikroRNAs nachahmen. Ein Gen für 
die shRNA wird in einen Vektor kloniert. Das Gen 
wird entweder von zwei an den Enden liegenden, 
aber entgegengesetzt orientierten Promotoren tran- 
skribiert, oder es entsteht nur ein Transkript, das 
aber zueinander komplementäre Enden besitzt. Diese 
werden durch eine schleifenbildende Sequenz unter- 


Gen, das durch RNAi supprimiert werden soll 
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5.15 /n vitro-Behandlung mit 
Dicer führt zu siRNAs 

Der Schlüssel zur Herstellung von 
siRNAs in vitro ist die Klonierung 
des Zielgens, sodass sowohl der 
Sense- als auch der Antisense- 
Strang in mRNA transkribiert 
werden. Die beiden Stränge lagern 
sich spontan aneinander. Wird ge- 
reinigter Dicer zugegeben, entste- 
hen kurze siRNAs. 


ergibt doppelsträngige RNA 
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Zugabe zu Säugerzellen 
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brochen (Abb. 5.16). Bei beiden Konstrukten lagern 
sich die komplementären Sequenzen aneinander und 
bilden einen doppelsträngigen RNA-Bereich. Der am 
häufigsten für die in vivo-Expression des shRNA- 
Gens verwendete Promotor ist der Promotor für die 
RNA-Polymerase III aus Säugern. (Anmerkung: Das 


Enzym transkribiert normalerweise kleine nichtco- 
dierende RNAs). Die RNA-Polymerase III beginnt 
an einer spezifischen Sequenz mit der Transkription 
und stoppt, wenn sie auf eine Folge aus vier bis fünf 
Thymidinresten trifft. Die RNA-Polymerase III akti- 
viert nicht die Enzyme, die für das Anfügen der Cap- 
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5.16 Konstruktion von shRNA-Expressionsvektoren für die Aktivierung von RNAi 

Vektoren lassen sich so konstruieren, dass sie verschiedene shRNA-Moleküle exprimieren. Dieser Vektor auf Basis eines 

Retrovirus besitzt zwei komplementäre Sequenzen mit einer Länge von etwa 20 Nucleotiden, die einen Stamm bilden, der 
von einer Schleifenregion unterbrochen wird. Wird eine Zelle mit diesem Vektor transformiert, dann wird die shRNA tran- 


skribiert und das Gen-Silencing aktiviert. 
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Struktur und des Poly(A)-Schwanzes an das Tran- 
skript verantwortlich sind. Diese Polymerase erfüllt 
genau die Voraussetzungen für die Synthese einer 
shRNA, die eine Sequenz aus eukaryotischen Zellen 
imitiert. 

Statt mit dem Design der shRNA-Konstrukte bei 
Null zu beginnen verfolgt man eine Strategie, bei der 
bereits bestehende MikroRNA zum Einsatz kommt. 
Dabei wird der Stammbereich durch Sequenzen er- 
setzt, die zur Ziel-mRNA passen. Die neu geschaffene 
MikroRNA aktiviert nun RNAi für die Ziel-mRNA 
statt für die ursprüngliche endogene Zielsequenz. 

Vektoren, die shRNAs exprimieren, haben einige 
Vorteile gegenüber der Zugabe von siRNA. Wird 
siRNA zu Säugerzellkulturen gegeben, ist die Wir- 
kung zeitlich begrenzt. Ist die siRNA verschwunden, 
endet auch die Wirkung (es sei denn, die siRNA hat 
die Bildung von Heterochromatin ausgelöst, wie es 
bei manchen Organismen zu beobachten ist). Wird 
ein shRNA-Vektor in die Zellen übertragen, dann 
ist der Effekt nachhaltiger. Der Vektor produziert 
über eine geraume Zeit shRNA. Außerdem lässt sich 
die Synthese der shRNA kontrollieren, indem man 
induzierbare oder gewebespezifische Promotoren 
verwendet. Für eine klinische Anwendung ist es un- 
bedingt erforderlich, dass die siRNA nur in solchen 
Geweben vorliegt, in denen sie auch aktiv werden 
soll, was sich durch die Verwendung eines Vektors 
realisieren lässt. 


RNAi kann in Säugerzellen durch chemisch synthe- 
tisierte siRNA aktiviert werden, indem man eine 
shRNA herstellt, die die Ziel-mRNA abbaut. Ebenso 
kann man eine bestehende shRNA so verändern, 
dass sie eine andere Ziel-mRNA erkennt. 


Funktionelles Screening 
mit RNAi-Bibliotheken 


RNAi wurde eingesetzt, um die vollständigen Ge- 
nome von Modellorganismen zu analysieren. In E. 
coli wurde eine RNAi-Bibliothek hergestellt, die 
etwa 86% der für das Genom von C. elegans vor- 
hergesagten Gene enthielt. Jedes der Gene wurde 
als dsRNA exprimiert. E. coli-Zellen, die eines der 
Gene enthielten, dienten als Futter für C. elegans, 
wodurch RNAi des interessierenden Gens aktiviert 
wurde. Auf diese Weise ließ sich untersuchen, wel- 


chen Effekt das Entfernen jedes möglichen Proteins 
aus dem Wurm hat. Durch den Einsatz dieser Biblio- 
thek wurden mehr als 900 Gene identifiziert, deren 
Suppression für den Embryo letal ist oder starke 
Defekte bei der Entwicklung verursacht. Die meisten 
der von der RNAi-Bibliothek codierten Sequenzen 
zielten auf mRNAs, denen zuvor keine Funktion zu- 
geordnet werden konnte. Diese Bibliotheken zeigen, 
wie eine Verbindung zwischen einem bestimmten 
Protein und einem spezifischen zellulären Prozess 
durch RNAi hergestellt werden kann. In Drosophila 
haben ähnliche Experimente begonnen. Eine RNAi- 
Bibliothek mit etwa 7200 konservierten Genen (das 
sind etwa 91% der für das Genom vorhergesagten 
Gene) wurde hergestellt. Bislang wurde die Bib- 
liothek benutzt, um Proteine zu identifizieren, die 
mit dem Zellwachstum und der Lebensfähigkeit von 
Drosophila-Zelllinien in Verbindung stehen, doch 
lässt sich die Bibliothek für die Untersuchung vieler 
anderer Prozesse einsetzen. 

Um eine RNAi-Bibliothek herzustellen, wird 
die mRNA aus dem betreffenden Organismus ex- 
trahiert und in cDNA umgeschrieben (Abb. 5.17). 
Die cDNA-Klone werden mithilfe von PCR verviel- 
fältigt (s. Kap. 4). Weil die betreffenden Genome 
sequenziert wurden, lassen sich für jedes Gen spe- 
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5.17 Herstellung einer RNAi-Bibliothek 

Jeder Klon der Bibliothek muss zwei verschiedene Pro- 
motoren haben, die den codierenden Bereich flankieren. 
Wird der Klon in mRNA transkribiert, dann wird sowohl ein 
Antisense- als auch ein Sense-Transkript entstehen, und 
die beiden Stränge lagern sich zu einer doppelsträngigen 
RNA aneinander. 


Funktionelles Screening mit RNAi-Bibliotheken 
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zifische PCR-Primer mit speziellen Eigenschaften 
entwickeln. Sie werden so entworfen, dass sich an 
den Enden jeder vervielfältigen Sequenz zwei ver- 
schiedene Promotoren befinden. So trägt das 3’- 
Ende z.B. einen Promotor für die T7-RNA-Poly- 
merase, das 5’-Ende dagegen den Promotor für die 
T3-RNA-Polymerase. Die PCR-Produkte werden 
anschließend in einen geeigneten Vektor kloniert. 
Wird dieser Vektor in eine Zelle eingeschleust, die 
sowohl die T7- als auch die T3-Polymerase enthält, 
dann wird sowohl das Sense- als auch das Antisense- 
Transkript synthetisiert. Die beiden Stränge lagern 
sich spontan aneinander und bilden so dsRNA, die 
RNAi aktiviert. 

Für Säuger müssen RNAi-Bibliotheken mit siRNAs 
oder shRNAs statt mit einer vollständigen dsRNA 
konstruiert werden, weil die vollständigen dsRNAs 
toxisch sind. Diese RNAi-Bibliotheken werden mit- 
hilfe zweier unterschiedlicher Methoden hergestellt 
(Abb. 5.18). Bei der ersten werden für jedes Gen in 
der Bibliothek kurze synthetische siRNAs hergestellt. 
Alle siRNAs werden gemischt und in einen geeigne- 
ten Vektor kloniert. Der Vektor muss über Promo- 
toren und Terminatoren verfügen, um die siRNA- 
Sequenzen in Form doppelsträngiger RNAs zu ex- 


Exkurs 5.1 


primieren. Die Promotoren sind in der Regel zwei 
RNA-Polymerase-Promotoren, von denen ausgehend 
Sense- und Antisense-Stränge der klonierten Fremd- 
DNA synthetisiert werden. Wie bereits beschrieben, 
lagern sich diese Stränge spontan aneinander, und es 
entsteht siRNA. Der Vektor muss außerdem andere 
geeignete Sequenzen enthalten, wie einen Replikati- 
onsursprung aus Säugern und Bakterien sowie Gene 
für Antibiotikaresistenz zur Selektion der Zellen, die 
den Vektor enthalten. 

Bei dem zweiten Verfahren für die Konstruk- 
tion einer Säuger-RNAi-Bibliothek werden Restrikti- 
onsenzyme verwendet, um kurze shRNA-Fragmente 
herzustellen. Bibliotheken aus restriktionsenzymge- 
nerierter siRNA (REGS) gehen entweder von einem 
einzelnen oder von vielen Genen aus, die später in der 
Bibliothek repräsentiert sein sollen (s. Abb. 5.18b). 
Unabhängig davon, ob eine große oder eine kleine 
Probe von Genen verwendet wird, beginnt die Her- 
stellung mit doppelsträngigen cDNAs. Die Sequen- 
zen werden mit häufig schneidenden Restriktions- 
enzymen, die identische Überhänge hinterlassen, 
gespalten. Dadurch entstehen von jedem Gen viele 
verschiedene kurze Fragmente. Da jedes der Frag- 
mente eine andere Größe hat, müssen sie auf dieselbe 


Schützt RNAi Säugerzellen vor Virusinfektionen? 


Es ist allgemein anerkannt, dass Pflanzen RNAi nutzen, 
um sich vor einer Infektion durch Viren zu schützen. Man 
konnte zeigen, dass siRNAs aus Viren entstehen, wenn 
die Pflanze mit DNA- oder RNA-Viren infiziert wurde. 
Pflanzen, die in verschiedenen Komponenten von RNAi 
Mutationen aufweisen, sind anfälliger für Virusinfek- 
tionen. Pflanzen verfügen auch über ein System zur 
Ausbreitung des RNAi-Signals in nichtinfizierte Bereiche 
des Pflanzenkörpers, wodurch benachbartes Gewebe ge- 
schützt wird. Und nicht zuletzt besitzen Pflanzenviren 
auch Gene bzw. Proteine, die RNAi supprimieren. 

In Säugerzellen gibt es nur wenige Hinweise darauf, 
dass RNAi den Organismus vor Viren schützt. Wird ein 
Säuger von Viren infiziert, dann schützen das angeborene 
und das adaptive Immunsystem den Organismus sehr 
effizient. Zunächst werden zelluläre Proteine wie der 
toll like-Rezeptor, Proteinkinase R und das retinolsäu- 
reinduzierbare Gen | durch den Eintritt des Virus in die 
Zelle aktiviert. Diese setzen die Transkription und die 
Translation vieler verschiedener Gene, hauptsächlich von 
Typ-I-Interferonen und unspezifischen RNasen, in Gang. 
Diese Proteine arbeiten bei der Bekämpfung der Infektion 
zusammen. Die Abwehrsysteme von Säugern beruhen 


möglicherweise auch deshalb nicht auf RNAi, weil sie nur 
ein Gen für ein Dicerhomolog besitzen. (Im Gegensatz zu 
Arabidopsis, wo vier verschiedene Dicerhomologe vor- 
kommen.) Säugerzellen verbreiten auch kein RNAi-Signal, 
das sich in nichtinfizierte Gewebe ausbreitet, wie es bei 
Pflanzen der Fall ist. 

Kürzlich erhielt man jedoch Hinweise auf RNAi zur 
Abwehr eines Virusbefalls in Säugerzellen. Einige Prote- 
ine aus säugerspezifischen Viren haben RNAi-Proteine 
zum Ziel. So bindet z.B. NS1 aus dem Grippevirus in vitro 
an siRNA und supprimiert das RNA-Silencing, wenn es in 
Pflanzen exprimiert wird. Außerdem konnte man zeigen, 
dass ein weiteres Virusprotein, tat aus HIV, gereinigten 
Dicer in vitro hemmt. Bislang gibt es nur wenige Hinweise, 
doch die Experimente, die siRNA und plasmidcodierte 
shRNA nutzen, um Virusinfektionen von Säugerzellen zu 
hemmen, sind überzeugend. In vielen Studien zeigte sich, 
dass das Einbringen von siRNA oder shRNA in Tiermo- 
dellorganismen die Replikation der Viren reduzierte und 
den Organismus vor tödlichen Infektionen bewahrte. Ob 
Säugerzellen RNAi nun als primäre Verteidigung gegen 
Viren nutzen oder nicht, so schützt die Aktivierung dieses 
Systems doch vor Virenangriffen. 
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Größe zurechtgeschnitten werden. Dafür wird das 
3’-Ende der Fragmente mit einer Haarnadelstruktur 
gekoppelt, die eine Erkennungsstelle für das Rest- 
riktionsenzym Mmel enthält. Das Enzym schneidet 
exakt 20 Nucleotide von dem 3’-Ende seiner Er- 
kennungssequenz entfernt, sodass jedes Fragment 
anschließend dieselbe Größe besitzt. 

Um von diesen zufälligen Konstrukten viele siRNA- 
Kopien herzustellen, werden die Konstrukte in dop- 
pelsträngige Schleifen umgewandelt. Zunächst wird 
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an das Mmel-geschnittene 5’-Ende eine zweite Haar- 
nadelstruktur ligiert. Eine virale DNA-Polymerase 
(aus 929) wandelt nun die Schleife in dsDNA um. 
Diese Polymerase trennt die Stränge in doppelsträn- 
gigen Bereichen und synthetisiert für den gesamten 
Ring einen zweiten Strang. Nachdem die 929-DNA- 
Polymerase die dsDNA ersetzt hat, fährt sie Runde 
um Runde mit der Synthese fort, und für jede Schleife 
entsteht ein langes Concatemer wie bei der rolling cir- 
cle-Replikation. Das Concatemer wird mit Bgl und 


0 Fur jedes Gen, das 


supprimiert werden soll, 
werden siRNAs synthetisiert. 
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Klonierung in einen Vektor 


Transformation in Zellen, 
die die siRNA exprimieren 


Suche nach dem entsprechenden Phänotyp 


5.18 Herstellung von siRNA- oder shRNA-Bibliotheken 


a Chemisch synthetisierte Oligonucleotide werden in einen Vektor kloniert, der Promotoren für die Expression beider 
mRNA-Stränge enthält. Nach der Transkription lagern sich die beiden Stränge aneinander und bilden eine siRNA. 
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b mithilfe von Restriktionsenzymen Addition der 5’-Haarnadel 
hergestellte siRNA 
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5.18 Fortsetzung 

b Restriktionsenzymgenerierte siRNA (REGS) bildet eine Bibliothek aus kurzen Haarnadel-RNAs (shRNAs). Zunächst wer- 
den die interessierenden Gene an beliebiger Stelle mit Restriktionsenzymen gespalten. Nun wird an das 3’-Ende der Frag- 
mente eine Haarnadelstruktur ligiert. Mmel schneidet die Fragmente, sodass sie eine einheitliche Länge besitzen. Mmel 
ist ein Typ-I-Restriktionsenzym, dessen Erkennungsstelle sich in der 3’-Haarnadelstruktur befindet und dessen Schnitt- 
stelle 20 Nucleotide weiter im Restriktionsfragment liegt. Die Fragmente werden anschließend am 5’-Ende mit einer 
Haarnadelstruktur versehen und einer ro/ling circle-Replikation unterworfen, um eine kurze, haarnadelcodierende Region 
zu schaffen. Das replizierte lineare Fragment besitzt sich wiederholende Segmente aus 5’-Haarnadel (orange), kloniertem 
Fragment (grau), 3’-Haarnadel (blau), kloniertem Fragment (grau), 5’-Haarnadel (orange) usw. Als nächstes wird das Frag- 
ment mit Restriktionsenzymen geschnitten, die nur die 5’-Haarnadel (orange) erkennen. Das entstehende Stück besitzt 
zwei komplementäre Sequenzen (orange und grau), die durch eine Schleife (blau) getrennt sind. Wird dieses kloniert und 
in mRNA transkribiert, dann lagern sich die beiden komplementären Sequenzen (orange und blau) aneinander und bilden 
eine kleine Haarnadelstruktur. 
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MlyI gespalten, um zwei komplementäre Genfrag- 
mente zu erhalten, die durch die 3’-Schleife mitein- 
ander verbunden sind. Diese 3’-Schleife wird durch 
eine Spaltung mit BamHI verkürzt, und die beiden 
Fragmente werden ligiert. Das Endprodukt wird in 
einen Vektor kloniert und die klonierte Fremd-DNA 
in eine einzelsträngige RNA transkribiert. Schließlich 
bilden die komplementären Sequenzen Basenpaa- 
rungen und eine kleine Haarnadelstruktur aus, und 
Dicer prozessiert die Strukturen zu siRNA. 


Expressionsvektoren mit 
siRNA oder shRNA 


Wachstum in kleinen Vertiefungen und 
Suche nach besonderen Phänotypen 


5.19 Multiwell-Platten-Assay und /ive cell-Microarrays 


Die RNAi-Bibliotheken lassen sich entweder in 
multiwell-Platten oder live cell-Microarrays analy- 
sieren (Abb. 5.19). Die multiwell-Platten verwenden 
eine Barcodesequenz in der shRNA, mit deren 
Hilfe sich feststellen lässt, welcher Klon welchem 
Gen entspricht. Eine Barcode- oder Zipcodese- 
quenz ist etwa 20 Nucleotide lang und für jeden 
Klon einzigartig. Jeder Klon lässt sich anhand dieser 
Sequenz identifizieren, und es ist nicht notwendig, 
das eingebaute Gen vollständig zu sequenzieren. 


Zugabe von Zellen und Medium 


Prüfen der Zellphänotypen über jeder Auftragungsstelle 


a Bibliotheken aus kurzen interferierenden RNAs (siRNAs) und kurzen Haarnadel-RNAs (shRNAs) können die Funktion von 
Säugerproteinen entschlüsseln. Werden Säugerzellen mit der Bibliothek transfiziert, dann lässt sich jede Zelle auf ihren 
physikalischen Phänotyp hin untersuchen, wie der Verlust der Adhärenz, Unterbrechung der Mitose oder eine veränderte 
Zellform. Die shRNAs oder siRNAs, die einen interessanten Phänotyp hervorrufen, lassen sich isolieren und sequenzieren, 
um das supprimierte Gen zu ermitteln. b Statt Zellen zu transformieren können siRNA- oder shRNA-Sequenzen auch auf 
einen Objektträger aufgetropft werden. Wachsen und teilen sich Zellen auf dem Träger, dann werden die siRNAs von den 
Zellen aufgenommen und aktivieren RNAi. Die Zellen über den Stellen mit einer punktförmigen Auftragung können auf 


einen besonderen Phänotyp hin untersucht werden. 
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Um die Bibliothek zu untersuchen, wird eine große 
Anzahl von Zellen transformiert, mit denen an- 
schließend das Medium in den Vertiefungen (engl. 
wells) einer multiwell-Platte angeimpft wird. In jede 
Vertiefung wird eine festgelegte Zahl von Zellen 
eingebracht, die alle Klone einer Zelle sind und 
nur einen Typ von siRNA enthalten. Die Zellen 
werden anschließend auf Symptome untersucht. Bei 
den Zellen mit sichtbaren Symptomen wird die 
enthaltene siRNA durch die Barcodesequenz iden- 
tifiziert. Eine weitere Methode für das Screening 
einer siRNA- oder shRNA-Bibliothek ist das punkt- 
formige Auftragen jedes Klons auf einen Glastra- 
ger in einem Microarray (s. Kap. 8). Anschließend 
tiberschichtet man die Punkte mit lebenden Zellen, 
die die siRNA oder die shRNA aufnehmen. Die 
Veränderung eines Zellphänotyps über einer Stelle, 
an der die RNA aufgetragen wurde, geht auf eine 
bestimmte siRNA zurück. 

Wird jedes Protein eines Genoms hinsichtlich 
eines abweichenden Phänotyps, verursacht durch 
RNAi, untersucht, dann lässt sich ein Phänotypkata- 
log herstellen. So arretieren z.B. viele Gene/Proteine, 
die an der Aufteilung der Zellmembran beteiligt sind, 
die Zellen während der Zellteilung in einer Brü- 
ckenstruktur. Ein unbekanntes Protein, das in einem 
RNAi-Screening denselben Phänotyp verursacht, ist 
möglicherweise ein Mitglied derselben Proteinfami- 
lie. Diese Proteine haben dieselbe Phänotypsignatur. 
Auf diese Weise wurden Datenbanken für C. elegans 
(http://nematode.bio.nyu.edu:8001) und Drosophila 
(http://www.flyRNAi.org) erstellt, in denen diese Art 
von Information gesammelt wird, um sie anderen 
Wissenschaftlern zugänglich zu machen. 


RNAi-Bibliotheken werden verwendet, um die 
Funktion eines unbekannten Proteins zu ermitteln, 
indem die gesamte zellulare mRNA fur das Protein 
abgebaut wird. Jeder Klon der Bibliothek zielt dabei 
auf ein Protein. 

RNAI-Bibliotheken werden hergestellt, indem 
chemisch synthetisierte siRNA-Sequenzen in einen 
Vektor kloniert werden, der diese Fremd-DNA in 
dsRNA transkribiert. 

Auch lassen sich Restriktionsenzyme einsetzen, 
um synthetische, kurze Haarnadel-RNAs zu konst- 
ruieren. Diese konnen ebenfalls in eine Bibliothek 
eingebaut werden. 

Säugerzellen können mithilfe eines /ive cell- 
Microarrays oder eines Assays mit multiwell-Platten 
nach Mutationen durchsucht werden, die durch 
einen Klon der RNAi-Bibliothek induziert wurden. 


Ribozyme katalysieren 
Spaltungs- und 
Ligationsreaktionen 


Ribozyme sind RNA-Moleküle, die an spezifische 
Zielmoleküle binden und enzymatische Reaktionen 
katalysieren. Sie bestehen aus RNA, die zwar manch- 
mal mit Proteinen assoziiert ist, doch der tatsächliche 
Katalysator der Reaktion ist die RNA. Einige Ribo- 
zyme funktionieren wie allosterische Enzyme, d.h. 
die Bindung eines Effektormoleküls verändert die 
Struktur des Ribozyms, sodass ein Substrat gespal- 
ten wird. Ribozyme sind natürlich vorkommende 
Moleküle, und die biotechnologische Forschung hat 
bereits damit begonnen, ihre einzigartigen Eigen- 
schaften für medizinische und industrielle Anwen- 
dungen zu nutzen. 

Zurzeit teilt man Ribozyme in acht Klassen ein, 
doch es gilt als sicher, dass noch viele weitere ent- 
deckt werden. Es gibt große und kleine Moleküle. Die 
großen haben eine Länge von mehreren Hundert bis 
zu 3000 Nucleotiden. Es waren die ersten Ribozyme, 
die man entdeckte, und von diesen waren die ersten 
Gruppe-I-Introns von Tetrahymena. Bei diesen Ri- 
bozymen handelt es sich um Intronsequenzen, die 
in Prä-mRNA vorkommen, die sich selbst spleißen 
kann. Für diesen Vorgang sind keine Spleißfakto- 
ren wie Ul-, U2-, U4/U6-snRNA (auch als snurps 
bezeichnet) notwendig. Gruppe-I-Introns sind häu- 
fig in pilzlichen und pflanzlichen Mitochondrien, in 
rRNA-Genen des Zellkerns, in Chloroplasten-DNA, 
in Bakteriophagen, eukaryotischen Viren und in der 
tRNA aus Chloroplasten und Eubakterien. Ein wich- 
tiger Faktor bei der Selbstspaltung eines Introns ist 
die RNA-Struktur. RNA ist ein lineares Polymer, doch 
aufgrund von Basenpaarungen zwischen verschiede- 
nen Regionen, besitzt RNA auch eine Sekundärstruk- 
tur. Viele Stamm-Schleife-Strukturen falten sich zu 
verschiedenen Konfigurationen, die wiederum eine 
dreidimensionale Struktur ergeben, ähnlich wie die 
eines Proteins (Abb. 5.20). Das gezeigte Beispiel ist das 
zweite Gruppe-I-Intron innerhalb des orf142-Gens aus 
dem Bakteriophagen Twort, der Staphylococcus aureus 
infiziert. Die dreidimensionale Struktur des Gruppe- 
I-Introns sorgt für eine enge Nachbarschaft zwischen 
den beiden Exons und erleichtert so die Entfernung 
des dazwischen liegenden Introns (Abb. 5.21). 

Gruppe-II-Introns sind ebenfalls selbstspleißende 
Sequenzen, die sich innerhalb von Genen befinden. 
Sie sind seltener als Gruppe-I-Introns und kommen 
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5.20 Struktur des Twort-Ribozyms 


POL 


P9.1 
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a Primär- und Sekundärstruktur des Wildtypintrons. Die P1-P2-Domäne ist rot hervorgehoben, die P3-P7-Region grün, die 
P4-P6-Domäne blau, die P9-P9. 1-Region violett, die P7.1-P7.2-Subdomäne gelb und das Oligonucleotidprodukt blaugrün. 
Gestrichelte Linien zeigen die wichtigsten Kontakte der Tertiärstruktur an. Kursiv geschriebene Nucleotide (P5a-Region) 
liegen im Kristall ungeordnet vor. IGS, interne guide-Sequenz. b Bänderdiagramm (die Farben sind wie in a zugeordnet). 
Das Rückgrat ist durch die Positionen der Phosphate angezeigt. Aus: Golden, Kim und Chase (2004) Crystal structure of a 
phage Twort group | ribozyme-product complex. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von: Macmillan Publishers Ltd. 


Nat Struct Mol Biol 12: 82-89, copyright 2005. 


nur in pilzlichen und pflanzlichen Mitochondrien, 
pflanzlichen Chloroplasten, Algen, Eubakterien und in 
Chloroplasten von Euglena gracilis vor. Diese Introns 
spleißen sich in vitro nicht selbst und erfordern für ihre 
Aktivität Bedingungen, die stark von den physiologi- 
schen Bedingungen abweichen. Die dreidimensionale 
Struktur des Introns sorgt in vivo für diese anormalen 
Bedingungen, indem sie die Mikroumgebung beein- 
flusst und die notwendige Ionenkonzentration einstellt. 
Die Struktur von Gruppe-II-Introns bringt zwei Exons 
in enge Nachbarschaft und erleichtert so die Entfernung 
des Introns und die Ligation der Exons (Abb. 5.22). 

Ein weiteres, natürlich vorkommendes großes 
Ribozym ist RNase P aus Bakterien. Dabei handelt 


es sich um einen RNA-Protein-Komplex, bei dem 
die RNA-Komponente die katalytisch aktive Einheit 
darstellt. RNase P schneidet das 5’-Ende von Prä- 
tRNA-Molekülen. Die Substrate von RNase P sind im 
Gegensatz zu denen von Gruppe-I- und Gruppe-II- 
Introns, die nur sich selbst spalten, unterschiedlich. 


Ribozyme sind natürlich vorkommende RNAs, die 
eine enzymatische Reaktion katalysieren. Gruppe-I- 
und Gruppe-ll-Introns sind zwei Typen von Ribozy- 
men, die das Phosphatrückgrat spalten und sich 
selbst aus dem mRNA-Molekül schneiden können, 
ohne weitere zelluläre Enzyme zu benötigen. 
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b Spaltungsmechanismus von Gruppe-I-Ribozymen 


Intron 


a Selbstspleißen von Gruppe-I-Introns 


Intron 
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5.21 Mechanismus der Selbstspleißreaktion von Gruppe-I-Introns 
a Die Sekundärstruktur von Gruppe-l-Introns zeigt viele Haarnadelstrukturen, die die Spaltungsreaktion vermitteln. In 
Schritt I vermittelt ein freies Guanosin (rot, G-OH) die Spaltung der Grenze zwischen Exon 1 und Intron. In Schritt 2 


schneidet und ligiert das freie Ende von Exon 1 an Exon 2. b Mechanismus der Spaltung durch das Gruppe-I-Ribozym. Zu- 
erst werden die Exonsequenzen über interne guide-Sequenzen (IGS) in die Nähe des katalytischen Kerns verlagert. Exon 

1 besitzt ein wichtiges Uridin (U), das mit der IGS ein U=G-Basenpaar bildet (gestrichelte Linie). Das andere Ende des 
Ribozyms trägt eine Bindungsstelle für das Nucleophil, ein freies Guanosin (rot), das die Entfernung des Introns einleitet, 
indem es das Ende von Exon 1 mit dem 3’-OH seiner Ribose angreift. Das freie 3’-OH-Ende des Exons reagiert dann mit 
der Spleißstelle in Exon 2. Das Intron wird herausgespleißt und die beiden Exons werden miteinander verbunden (nicht 
dargestellt). Obwohl man annehmen könnte, dass diese Reaktion Energie verbraucht, bleibt die Zahl der Bindungen im- 
mer gleich und es ist keine Zufuhr von Energie erforderlich. 


Kleine, natürlich 
vorkommende Ribozyme 


Im Gegensatz zu den großen Ribozymen sind kleine 
Ribozyme nur etwa 200 bis 500 Nucleotide lang. 
Zu diesen Molekülen gehören Hammerkopf- und 
Haarnadelribozyme, das Ribozym aus dem Hepatitis- 
D-Virus und das Varkud-Satellitenribozym. Sie sind 
häufig in Viroiden, Virusoiden und Satellitenviren 
zu finden, die subvirale Agenzien darstellen. Viroide 
sind selbstreplizierende Pflanzenpathogene, die aus 


nahezu nackter einzelsträngiger RNA ohne Protein- 
hülle bestehen. Satellitenviren sind kleine RNA-Mo- 
leküle, die entweder für die Replikation oder die Cap- 
sidbildung einen Helferviren benötigen. Ihre Genome 
können Proteine codieren. Virusoide sind sogar noch 
weniger funktionsfähig und werden häufig als Subtyp 
von Satellitenviren betrachtet. Virusoide sind einzelne 
Stränge zirkulärer RNA, die keine Proteine codieren. 
Sie benötigen sowohl für die Replikation als auch für 
die Bildung einer Proteinhülle Helferviren. 

Ein Hammerkopfribozym ist eine kleine kataly- 
tische RNA, die eine Selbstspaltungsreaktion zu kata- 
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lysieren vermag. Hammerkopfribozyme sind an der 
Replikation einiger Viroide und Satelliten-RNAs be- 
teiligt (Abb. 5.23). Beide haben einzelstrangige RNA- 
Genome mit einer stäbchenartigen Struktur, welche 
nicht von zellulären Ribonucleasen angegriffen wird. 


Selbstspleißen von Gruppe-ll-Introns 
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5.22 Spleißreaktionen von Gruppe-Il-Introns 

Durch die Sekundär- und Tertiärstruktur von Gruppe-ll- 
Introns gelangen die beiden Exons in enge Nachbarschaft, 
der Reaktionsmechanismus erfordert kein externes Nuc- 
leophil. Dessen Rolle übernimmt die 2’-OH-Gruppe eines 
internen, hochkonservierten Adeninrestes. Diese Gruppe 
greift die 5’-Spleißstelle an und spaltet das Phosphat- 
rückgrat. Das 3’-OH an der 5’-Spleißstelle greift die 3’- 
Spleißstelle an, wodurch zwei miteinander ligierte Exons 
entstehen. Das Intron bildet eine Lasso-(Lariat-)struktur. 


Bei der Viroidreplikation wird der positive RNA- 
Strang durch die RNA-Polymerase der Wirtszelle re- 
pliziert, sodass ein langes Concatemer aus Genomen 
mit negativem RNA-Strang entsteht. Dieses Concate- 
mer dient nun der RNA-Polymerase als Matrize für 


=) 


Selbstspaltung durch 
Hammerkopfribozymmotiv 


(+) ap) 


Ligation 


OOO 


5.23 Lebenszyklus von Viroiden 

Viroide sind einzelstrangige, zirkulare RNA-Genome ohne 
Proteinhille, doch mit einer Fahigkeit zur Selbstreplika- 
tion. Zunächst wird das (+)-Strang-Genom über die rolling 
circle-Replikation in ein Concatemer aus (-)-Strang- 
Genomen umgewandelt. RNA-Polymerasen wandeln die 
(-)-Strang-Genome in (+)-Strang-Genome um, die getrennt 
und ligiert werden, sodass zirkulare Genome entstehen. 
Die Hammerkopfribozyme, die in das Genom des Viroids 
integriert sind, katalysieren Trennung und Ligation. 


(+) 
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die Synthese des positiven Stranges. Die lange RNA 
wird durch das Hammerkopfmotiv zu einzelnen, 
einheitlichen Genomen zerschnitten. Hammerkopf- 
ribozyme schneiden zunächst das Ribose-Phosphat- 
Rückgrat der RNA und ligieren anschließend die 
linearen Genome, sodass Ringe entstehen. 

Ein weiteres kleines Ribozym ist das Haarnadel- 
ribozym (Abb. 5.24). Es kommt in pflanzenpathoge- 
nen Satellitenviren wie dem Tabakringfleckenvirus 
vor. Das Haarnadelribozym aus dem Virus wurde 
ursprünglich als „Büroklammerribozym“ bezeichnet, 
was die Struktur möglicherweise besser beschreibt. 
In vivo spalten Haarnadelribozyme die linearen Con- 
catemere einzelsträngiger DNA-Genome, ähnlich wie 
Hammerkopfribozyme, sie ligieren anschließend die 
linearen Abschnitte zu zirkularen Genomen. 

Zwei weitere kleine Ribozyme sind das Var- 
kud-Satellitenribozym aus Neurospora und das 
Hepatitis-D-Virus (HDV), das Menschen infiziert. 
Beide funktionieren nach einem ähnlichen Reak- 
tionsmechanismus, um die Selbstspaltung und die 
Ligationsreaktion zu initiieren. Das Varkud-Satelli- 
tenribozym unterstützt die Replikation des kleinen 
Varkud-Plasmids, das in Mitochondrien von Neuro- 
spora vorkommt. Das Hepatitis-D-Virus ist ein vi- 
roidähnliches Satellitenvirus des Hepatitis-B-Virus. 


Das Hepatitis-B-Virus infiziert die Leber und kann 
Leberzirrhose und Leberschädigungen verursachen 
und gelegentlich zum Tod führen. In Patienten mit 
Hepatitis B verstärkt HDV die Symptome, wodurch 
die Erkrankung oft sehr schwer verläuft. Das Satel- 
litenvirus HDV besitzt ein einzelsträngiges RNA- 
Genom, das in Leberzellen sowohl in der positiven 
als auch in der negativen Form vorkommt. Die ge- 
nomischen und die antigenomischen Sequenzen, wie 
die Bezeichnungen der beiden Formen lauten, besit- 
zen Bereiche, die zu einem aktiven Ribozym gefaltet 
sind und die die Spaltung und die Ligation der RNA 
katalysieren. Im Gegensatz zu pflanzlichen Viroiden 
besitzt HDV ein offenes Leseraster, das ein Protein 
namens ö-Antigen codiert. Dieses Protein ist zusam- 
men mit den Hüllproteinen des Hepatitis-B-Virus 
für die Verpackung von HDV in kleine runde Par- 
tikel verantwortlich. Diese können sich von Zelle zu 
Zelle und über Körperflüssigkeiten wie Speichel und 
Sperma auch von Mensch zu Mensch ausbreiten. 


Kleine, natürlich vorkommende Ribozyme sind in 

subviralen Agenzien wie Viroiden und Satellitenvi- 
ren zu finden. Sie haben gemeinsame Motive, die 
die RNA-Spaltung katalysieren. 
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C=-G 5.24 Sekundärstruktur 
A-U eines Haarnadelribozyms 
Cac Dargestellt ist der (-)-Strang 
a des Genoms des Tabakring- 
G U fleckenvirus. Die Schnitt- 


stelle ist mit einem roten 
Pfeil gekennzeichnet. 
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Die gentechnische 
Veränderung von 
Ribozymen für medizinische 
und biotechnologische 
Anwendungen 


Gentechnisch veränderte Ribozyme werden einge- 
setzt, um die Expression von Genen zu supprimie- 
ren, insbesondere von solchen, die das Wachstum 
von Krebszellen oder von humanpathogenen Viren 
wie HIV fördern. Um ein solches Molekül herzu- 


Ziel-mRNA 


stellen, wird das katalytische Zentrum mit einer 
Region kombiniert, die das Zielgen erkennt. Die 
Konstruktion der Erkennungsregion erfolgt häufig 
unter Anwendung der Antisense-Technologie. Es 
werden hier also zwei Verfahren miteinander ver- 
knüpft (Abb. 5.25). Zuerst wird eine geeignete Re- 
gion auf der Ziel-mRNA ausgewählt. Diese Region 
darf nur sehr wenige Sekundärstrukturen und keine 
Bindungsstellen für Proteine besitzen. Als nächstes 
wird eine Antisense-RNA synthetisiert, die zur Ziel- 
mRNA passt. Diese Antisense-Sequenz ist unterteilt: 
Die 5’-Hälfte liegt vor dem katalytischen Zentrum 
des Ribozyms und die 3’-Halfte dahinter. Wird die- 
ses chimäre Ribozym mit der Ziel-mRNA gemischt, 


Se AAAA(N) > 


Antisense-Ribozym 
3’ S4 


Ribozym vermag mehr mRNA abzubauen 


Antisense-Oligonucleotid 


3 oe 5 


33 5’ 
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Blockieren der Translation oder 
Rekrutieren von RNase H 


das Oligonucleotid ist nicht 
wiederzuverwenden 


5.25 Ein Antisense-Konstrukt mit einem Ribozym inaktiviert die Ziel-mRNA 

Das chimäre Antisense-Ribozym bindet nicht nur an eine spezifische Ziel-mRNA, sondern schneidet diese auch. Ein her- 
kömmliches Antisense-Oligonucleotid muss RNase H rekrutieren, um die Ziel-mRNA zu spalten. Außerdem schneidet 
RNase H auch das Oligonucleotid, das daher nicht weiter verwendet werden kann. 
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bilden die Antisense-Bereiche Basenpaarungen mit 
der Zielsequenz aus, und das Ribozym spaltet die 
Ziel-mRNA. Die beiden Hälften der Ziel-mRNA 
werden durch andere Enzyme weiter abgebaut. Das 
gentechnisch veränderte Ribozym vermag viele Ziel- 
mRNA-Moleküle anzugreifen, da es sich um ein En- 
zym und nicht einfach um einen Inhibitor handelt. 
Die Verwendung eines Ribozyms ist viel günstiger 
als die Antisense-Inhibition alleine, da die Anti- 
sense-Konstrukte zusammen mit der Ziel-mRNA 
abgebaut werden. 

Das katalytische Zentrum des Ribozyms, das für 
die oben beschriebenen Konstrukte verwendet wird, 
stammt entweder von Haarnadel- oder von Ham- 
merkopfribozymen (Abb.5.26). Die Veränderung 
von Ribozymen der Gruppe-I-Introns, der Gruppe- 
II-Introns oder von RNase P ist schwieriger, weil sie 
relativ groß sind und eine komplexe Sekundär- bzw. 
Tertiärstruktur haben. Bei kleinen Ribozymen sind 
dagegen die katalytischen Zentren und die Erken- 
nungssequenzen für die Zielmoleküle auf natürliche 
Weise voneinander getrennt. Daher lässt sich die 
Art des Zielmoleküls, das von dem Ribozym gespal- 
ten wird, leicht verändern. Hammerkopfribozyme 
neigen seltener zur Ligation und werden häufig den 
Haarnadelribozymen vorgezogen. 


Die Addition eines Ribozymmotivs wie der Ham- 
merkopf- oder Haarnadelregion aus kleinen Ribozy- 
men kann Antisense-Oligonucleotide stabilisieren, 
da sie dann nicht abgebaut werden. Diese Konst- 
rukte schneiden die Ziel-mRNA ohne Unterstützung 
durch RNase H. 


Schnittstelle 
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RNA-SELEX identifiziert 
neue Bindungspartner von 
Ribozymen 


Natürlich vorkommende Ribozyme wirken norma- 
lerweise nur auf spezifische Substrate. Außerdem 
werden diese Ribozyme oft abgebaut und prozessie- 
ren daher häufig nicht mehr als ein Substratmolekül. 
Eine Ausnahme ist RNase P, die viele unterschied- 
liche tRNA-Moleküle spaltet. Ein Ziel der Biotech- 
nologie ist es, die Zahl der Substrate für bekannte 
Ribozyme zu erhöhen. 

Um neue potenzielle Substrate bereits bekannter 
Ribozyme zu identifizieren, setzt man ein Verfah- 
ren mit der Bezeichnung RNA-SELEX ein. SELEX 
(engl. Systematic Evolution of Ligands by EXponen- 
tial Enrichment) isoliert aus einer großen Menge 
(10!°) Oligonucleotiden mit zufälligen Sequenzen 
neue Substrate für bekannte Enzyme (Abb. 5.27). Zu- 
nächst wird ein Gemisch aus zufälligen Oligonucleo- 
tiden chemisch als einzelsträngige DNA synthetisiert. 
Um die RNA herzustellen, werden diese Sequenzen 
mithilfe eines 5’-Primers und der Klenow-Polyme- 
rase zunächst in doppelsträngige DNA umgewan- 
delt. Der 5’-Primer enthält die Promotorsequenz für 
die T7-RNA-Polymerase, die nun zu dem Gemisch 
von dsDNAs gegeben wird, um viele einzelsträn- 
gige RNA-Kopien herzustellen. Das interessierende 
Ribozym wird mit diesem großen Pool aus ssRNA- 
Oligonucleotiden gemischt, und die RNA-Moleküle, 
die an das Ribozym binden, werden isoliert. Um 
diese Abtrennung zu erleichtern, kann das Ribozym 


5.26 Nucleaseresistentes 
Ribozym, gebunden an eine 
Ziel-mRNA 

Das Ribozym besteht aus 2’-O- 
Methylnucleotiden und Phos- 
phorthioatbindungen. Am 3’-Ende 
ist ein basischer 3’-3’-Desoxy- 
zucker (iB) angefügt. Alle drei 
Modifikationen verhindern den 
Abbau des Ribozyms durch eine 
Nuclease. Die fünf grünen Nucleo- 
tide (rA oder rG) bilden einen ka- 
talytischen Kern und spalten die 
Ziel-mRNA an der Schnittstelle. 
Das H an der Schnittstelle steht 
fur A, C oder U. 


5’ Ribozym 
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an Kügelchen oder durch Bindung an Biotin immo- 
bilisiert werden. Die bindenden Sequenzen lassen 
sich direkt ermitteln oder sie können vereinigt und 
wiederholten Selektionszyklen unterworfen werden. 
Dadurch lassen sich die Sequenzen aussortieren, die 
unspezifisch gebunden haben. Um neue bindende 
Substrate zu identifizieren, muss man die RNA von 
dem Ribozym lösen und anschließend mithilfe ei- 
nes 3’-Primers und den entsprechenden Enzymen 
in cDNA transkribieren. Da die Zahl der spezifisch 
bindenden Moleküle gering ist, werden diese vor der 
Sequenzierung durch PCR vervielfältigt. 

Das Spektrum der möglichen Anwendungen ist 
bei SELEX größer als bei Ribozymen. Das Verfahren 


lässt sich auch auf die Entwicklung von Arznei- 
mitteln und deren Verabreichung anwenden. Beim 
DNA-SELEX wird das anfängliche Gemisch aus Oli- 
gonucleotiden mit zufälliger Sequenz nicht durch die 
RNA-Polymerase in mRNA transkribiert, sondern 
die Oligonucleotide werden direkt für die Substrat- 
bindung und Selektion eingesetzt. 


Neue Substrate für ein bekanntes Ribozym lassen 
sich finden, indem man das gereinigte Ribozym mit 
einer großen Menge von zufälligen RNA-Sequenzen 
inkubiert. Jede an das Ribozym bindende RNA- 
Sequenz ist ein potenzielles Substrat. 


Gemisch aus 10" synthetischen Oligonucleotiden 


zufällige Sequenz (30-60 Nucleotide) 


5.27 Durch RNA-SELEX 


lassen sich neue Ribozym- y IB 

© T7-Promotor 
substrate identifizieren ma 
Der Schlüssel zum RNA-SE- y 


LEX ist die Herstellung eines 
Gemisches aus sehr vielen 
zufälligen RNA-Sequenzen. 
Dazu werden zunächst che- 
misch DNA-Oligonucleotide 
synthetisiert. Die dabei ent- 
standenen zufälligen Sequen- 
zen werden mithilfe eines Pri- 
mers und der Klenow-Polyme- 
rase in doppelsträngige DNA 
umgewandelt. Der Primer ent- 
hält einen Promotor für eine 
RNA-Polymerase. Die dsRNA- 
Oligonucleotide werden durch 
eine RNA-Polymerase in RNA 
transkribiert. Dieses Gemisch 
zufälliger RNA-Sequenzen 
wird dann auf die Bindung an 
das Ribozym hin untersucht. 
Alle bindenden RNA-Moleküle 
werden gesammelt, der Rest 
wird verworfen. Die binden- 
den Moleküle werden revers 
in cDNA transkribiert und 
mithilfe von PCR vervielfältigt. 
Der Selektionsprozess kann 
mehrfach wiederholt werden, 
um die bindenden RNA-Se- 
quenzen anzureichern. 
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Addition eines Primers, der einen Promotor 
für eine RNA-Polymerase enthält, an das 3’-Ende 


Klenow-Polymerase synthetisiert den zweiten Strang 


Zugabe von T7-Polymerase für 
die Synthese der RNA 


Auswahl der RNA, die an das Zielmolekül bindet 


wenige der ursprünglich 10'° Sequenzen 


Umwandlung in cDNA und Vervielfältigung durch PCR 


weitere Selektion 
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In vitro-Evolution und in vitro- 
Selektion von Ribozymen 


Es ist ebenfalls möglich, aus großen Pools zufälliger 
RNA-Sequenzen neue Ribozyme mit neuen enzy- 
matischen Eigenschaften zu generieren. Dieses Ver- 
fahren lohnt sich, da kleine natürliche Ribozyme in 
den Spaltungs- und Ligationsreaktionen meist sehr 
beschränkt sind. Durch die Anwendung der in vitro- 


zufällige Region aus 90 Nucleotiden 


Selektion kann man in einem Gemisch aus zufälligen 
Nucleotidsequenzen neue Ribozymreaktionen aus- 
findig machen (Abb. 5.28). 

So lässt sich z.B. ein Ribozym identifizieren, das 
die Ligation einer bestimmten Sequenz katalysiert. 
Dieses Verfahren beginnt mit der Synthese von zu- 
fälligen Oligonucleotidsequenzen. Diese stellen einen 
Pool aus möglichen Ribozymen dar, und nicht, wie 
bei RNA-SELEX, aus möglichen Substraten. Jede zu- 
fällige Sequenz wird von zwei bekannten Sequenzen 
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5.28 In vitro-Selektion eines 
Ribozyms, das eine Ligation 
katalysiert 

Das rosafarbene Molekül re- 
präsentiert den großen Pool an 
zufälligen RNA-Sequenzen. Am 
5’-Ende befindet sich eine Subst- 
ratsequenz mit einem terminalen 
Triphosphat. Am 3’-Ende befindet 
sich ein blaues Effektormolekül, 
um die Ligation zu erleichtern. Das 
zweite Substrat (violett) wird mit 
den zufälligen Oligonucleotidse- 
quenzen inkubiert. Wenn eine der 
zufälligen Sequenzen die Ligation 
des Substrates katalysiert, wird 
das entstehende Molekül größer 
sein und sich durch Gelelektropho- 
rese von den übrigen abtrennen 


kleine Gruppe lassen. Das ligierte Oligonucleotid 


ae g PCR vervielfältigt und schließlich 


sequenziert. 
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flankiert. Die Sequenz am 5’-Ende ist ein Substrat 
für die gewünschte Ligationsreaktion. Das 5’-Ende 
trägt ein terminales Triphosphat, das die Energie für 
die Ligation liefert. Das 3’-Ende hat eine Sequenz- 
domäne, die an einen Effektor bindet. Dadurch lässt 
sich die enzymatische Reaktion regulieren. Außer- 
dem ist es durch die bekannten Sequenzen an den 
beiden Enden möglich, das gesamte Konstrukt durch 
PCR zu vervielfältigen. 

Das Substrat für die Ligation wird mit den poten- 
ziellen Ribozymen gemischt und unter Bedingungen 
inkubiert, die eine Ligation begünstigen. Ligiert eine 
der Sequenzen das Substrat an ihr 5’-Ende, dann ent- 
steht ein RNA-Molekiil (d.h. Ribozym plus Ligations- 
produkt), das sich in einem Agarosegel viel langsamer 
bewegt als die anderen, nichtligierten Sequenzen. Die 
langsameren Moleküle werden aus dem Gel isoliert. 
Das mutmaßliche Ribozym wird revers in cDNA 
transkribiert und schließlich die DNA mithilfe von 
PCR und Primern, die an das 5’- bzw. 3’-Ende des ur- 
sprünglichen RNA-Konstrukts binden, vervielfältigt. 

In vitro-Evolution verstärkt die in vitro-Selektion, 
indem nach jeder Selektionsrunde ein Mutagenese- 
schritt eingefügt wird (Abb. 5.29). Dieses Verfahren 
beginnt wie zuvor mit einem Pool von Oligonucleoti- 
den mit zufälliger Sequenz. Diese Sequenzen können 
unterschiedlich lang sein, solange ihre Länge für die 
gewünschte Reaktion ausreicht. Das Sequenzgemisch 
wird anschließend mutiert. Die effizienteste Methode 
zur Vervielfältigung des ursprünglichen Gemisches 
ist eine error prone-PCR. Die Vielfalt der Sequen- 
zen im Gemisch wird dadurch größer, da verschie- 
dene Sequenzen hinzukommen. Im nächsten Schritt 
wird auf die spezifische Sequenz, die die gewünschte 
Reaktion ausführt, selektiert. So sind z.B. syntheti- 
sche Ribozyme entwickelt worden, die Metallionen 
an Mesoporphyrin IX anfügen (s. Abb. 5.29). Muta- 
genese und Selektion können mehrfach wiederholt 
werden, wodurch das Ribozym verbessert wird. Ist 
schließlich ein effizientes Ribozym gefunden, dann 
lässt sich dessen Sequenz bestimmen, nachdem die 
RNA revers in cDNA transkribiert wurde. 

Synthetische Ribozyme wurden hergestellt, die 
verschiedene Zentren wie Phosphoribosyl-, Carbonyl- 
und Alkylhalogenide nucleophil angreifen. Außer- 
dem wurde ein synthetisches Ribozym isoliert, das 
eine zehngliedrige Ringstruktur isomerisieren kann. 
In jedem dieser Fälle wurden die ursprünglichen Ge- 
mische aus Oligonucleotiden oder Ribozymen auf die 
Fähigkeit zur Durchführung dieser spezifischen Reak- 
tionen hin selektiert. Sowohl bei der in vitro-Selektion 
als auch bei der in vitro-Evolution liegt der Schlüssel 


zum Erfolg im Selektionsschritt. Dieser muss aus- 
reichend selektiv sein, damit die meisten nichtfunk- 
tionellen RNA-Moleküle herausgefiltert werden. Ist 
er jedoch zu stringent, werden Ribozyme mit einer 
schwachen Aktivität zu früh verworfen. 


In vitro-Selektion vermag auch neue Ribozyme zu 
schaffen, indem zufällige Sequenzen, die mögliche 
Ribozyme repräsentieren, mit spezifischen Substra- 
ten gemischt werden. 

Das Einfügen eines Mutageneseschrittes in die 
in vitro-Selektion erlaubt die „Evolution“ eines Ribo- 
zyms zu einem noch leistungsfähigeren Molekül. 


Synthetische Ribozyme 
in der Medizin 


Mittlerweile werden Ribozyme auch im Rahmen me- 
dizinischer Anwendungen genutzt. Wissenschaftler, 
die an AIDS forschen, haben ein Hammerkopfri- 
bozym entwickelt, das die Replikation von HIV zu 
hemmen vermag. Dieses gentechnisch veränderte Ri- 
bozym war ab 2006 Gegenstand klinischer Studien. 
Es wird verabreicht, indem das Ribozymgen in einem 
viralen Vektor exprimiert wird. Der Vektor wird in 
T-Lymphocyten aus dem peripheren Blut von HIV- 
infizierten Patienten eingeschleust und man hofft, 
dass das exprimierte Ribozym die RNA-Form des 
HIV-Genoms spalten und dadurch die Replikation 
des Virus verhindern wird. 

Ein weiteres Ribozym wurde entwickelt, um ein 
RNA-Virus, Hepatitis-C-Virus (HCV), zu spalten. 
HCV ist die Hauptursache der chronischen Hepatitis, 
gegen das bislang kein Impfstoff zur Verfügung steht. 
Verschiedene gentechnisch veränderte Ribozyme, die 
HCV-RNA in vitro effizient spalten, wurden identi- 
fiziert. Die veränderten Ribozyme erwiesen sich in 
infizierten Leberzellkulturen als sehr effizient. Am 
Patienten wurde sie allerdings noch nicht getestet. 

Für den klinischen Einsatz von Ribozymen sind, 
wie bei jedem anderen Arzneistoff auch, viele Hin- 
dernisse zu überwinden. Jedes neue Ribozym muss an 
den richtigen Ort gelangen und in erkrankten Zellen 
exprimiert werden. Es muss stabil und schwer abbau- 
bar sein. Um dies zu erreichen, enthalten viele Ribo- 
zyme modifizierte Basen, die einen Abbau durch zel- 
luläre Endonucleasen verhindern. Schließlich dürfen 
Ribozyme keine unerwünschten Nebenwirkungen ha- 
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Das Ziel von in vitro-Evolution 


ist es, eine RNA-Sequenz 
ausfindig zu machen, die eine 
Ribozymaktivität besitzt. In 
diesem Beispiel wird nach 
M+ + einem Ribozym gesucht, das 
die Addition eines Metallions 
(M*) an einen Porphyrinring 
katalysiert. Zunächst werden 
zufällige RNA-Sequenzen 
gemischt und mithilfe einer 
error prone-PCR amplifiziert, 
um die Wahrscheinlichkeit zu 
erhöhen, eine oder zwei Se- 
5 Ribozyme, die die quenzen zu finden, die diese 
Reakti ädlicher: Reaktion katalysieren. Jede 
eaktion möglicher 
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ben. Die hohe Spezifität von Ribozymen für ihre Ziel- 
moleküle machen sie leistungsfähiger als viele bereits 
bestehende Therapien. So tötet die Chemotherapie bei 
Krebspatienten alle sich schnell teilenden Zellen, nicht 
nur die Krebszellen. Ribozyme erkennen dagegen nur 
eine spezifische Ziel-mRNA; daher können Behand- 
lungen mit Ribozymen Nebenwirkungen vermeiden, 
wie sie bei einer Chemotherapie auftreten. 


Ribozyme für die Behandlung von Erkrankungen 
wie Krebs sind vielversprechend, weil sie sehr spe- 
zifisch sind. 


Allosterische Desoxy- 
ribozyme katalysieren 
spezifische Reaktionen 


Weil einige RNAs katalytische Eigenschaften besit- 
zen, wurde untersucht, ob dies auch bei DNA der Fall 
ist. Obwohl kein natürliches katalytisches DNA-Mo- 
lekül bekannt ist, besitzt DNA dennoch die Fähigkeit, 
ähnlich wie die Ribozyme aus RNA, verschiedene 
Reaktionen zu katalysieren. Tatsächlich wurde eine 
in vitro-Selektion eingesetzt, um ein Desoxyribozym 
zu entwickeln, das durch UV-Licht entstandene Thy- 
mindimere spaltet. Verschiedene Organismen haben 
unterschiedliche Mechanismen, um diese Dimere zu 
beseitigen. So entfernt z.B. die Excisionsreparatur 
den beschädigten Strang und ersetzt ihn mit neuer 
DNA. Eine weitere Möglichkeit ist der Einsatz von 
Photolyasen, Enzymen, die durch Licht aktiviert 
werden. Sie erkennen und reparieren Thymindimere 
als Reaktion auf blaues Licht. 

Um DNA-Sequenzen mit einer Photolyaseaktivi- 
tät zu identifizieren, wurde mit einem Gemisch aus 
DNA-Oligonucleotiden mit zufälligen Sequenzen eine 
in vitro-Selektion durchgeführt. Die zufälligen Sequen- 
zen wurden zunächst an ein Substrat gebunden, das 
aus zwei DNA-Oligonucleotiden bestand, welche über 
ein Thymindimer miteinander verbunden waren. Ver- 
mochte das Oligonucleotid das Dimer nach Bestrah- 
lung mit blauem Licht zu spalten, dann war die Länge 
des DNA-Konstruktes geringer als ohne Spaltung. Die 
kleineren Abschnitte wurden durch Gelelektrophorese 
abgetrennt und isoliert. Dieser Ansatz war erfolgreich 
und ein spezifisches Desoxyribozym (UV1C) mit Pho- 
tolyaseaktivität konnte identifiziert werden (Abb. 5.30). 


hv (>300 nm) 
UV1C-DNAzym 


TDP-Substrat 


5.30 Ein Desoxyribozym, das Thymindimere repariert 
Ein Modell des Komplexes bestehend aus dem Desoxyri- 
bozym UV1C und dem Substrat. Lichtenergie wird durch 
die Guaninquadruplex absorbiert. Man nimmt an, dass das 
Thymindimer dicht neben dem Guanincluster innerhalb 
des gefalteten Desoxyribozyms liegt. Dadurch können 
Elektronen von den angeregten Guaninresten zum Thymin- 
dimer flieBen. Aus: Chinnapen and Sen (2007) Towards 
elucidation of the mechanism of UV1C, a deoxyribozyme 
with photolyase activity. / Mo/ Biol 365: 1326-1336. 
Nachdruck mit freundlicher Genehmigung. 


Desoxyribozyme sind DNA-Sequenzen, die eine 
enzymatische Reaktion katalysieren. 


Riboschalter werden durch 
Effektormoleküle reguliert 


Die Transkription wird hauptsächlich durch Pro- 
teinfaktoren kontrolliert. Dennoch wurden in Pro- 
karyoten konservierte Sequenzen entdeckt, die die 
Genexpression auf Ebene der RNA regulieren. Diese 
Sequenzen sind integrale Bestandteile der Messen- 
ger-RNA-Moleküle, die sie kontrollieren, und wer- 
den als Riboschalter (engl. riboswitches) bezeichnet. 
Im Gegensatz zu miRNAs oder siRNAs, die über 
Basenpaarungen wirken, binden Riboschalter kleine 
Effektormoleküle wie Nährstoffe oder cAMP. Die 
Schalter wirken, indem sie zwischen zwei verschie- 
denen RNA-Sekundärstrukturen wechseln. In den 
meisten Fällen beendet die Bindung eines Effektors 
die Transkription vorzeitig oder sie verhindert die 
Translation der mRNA. 
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Riboschalter wechseln zwischen zwei Stamm-Schleife-Strukturen, abhängig von der An- bzw. Abwesenheit eines Signal- 
metaboliten. a Bei der Attenuation führt die Anwesenheit des Signalmetaboliten zur Bildung einer Terminatorstruktur, und 
die Transkription wird abgebrochen. b Bei der Translationsinhibition bewirkt die Anwesenheit des Metaboliten, dass die 
Shine-Dalgarno-Sequenz blockiert und die Translation der mRNA verhindert wird. 


Riboschalter kommen in vielen Genen für bio- 
synthetische Enzyme vor. In E. coli wird der Thia- 
minriboschalter durch das Vitamin Thiaminpyro- 
phosphat kontrolliert. Liegt das Vitamin in ausrei- 
chender Menge vor, dann bindet es an die TH1-Box 
(d.h. einen Riboschalter) in der Nähe des 5’-Endes 
der mRNA, und die Transkription des Gens bricht 
ab. Herrscht Vitaminmangel, wird die mRNA trans- 
latiert und es werden Enzyme gebildet, die mehr 
Thiamin produzieren. Eine ähnliche Kontrolle findet 
bei der Riboflavinbiosynthese in Bacillus subtilis statt. 
Das Vitamin selbst bindet an die Riboschalterdo- 
mäne auf der mRNA und bestimmt so, ob die mRNA 
translatiert wird oder nicht. 

Riboschalter wirken normalerweise über die 
Stamm-Schleife-Struktur des mRNA-Transkripts. Bei 
Riboschaltern, die bei der Attenuation aktiv sind, 


bindet das Effektormolekül an die mRNA, wenn 
diese synthetisiert wird. Die Bindung beeinflusst die 
Struktur, und es bildet sich eine Terminatorschleife, 
die bewirkt, dass die Translationsmaschinerie vor- 
zeitig abfällt. Die unvollständige RNA wird abgebaut. 
Besteht ein Mangel an Effektormolekülen, wird die 
mRNA vollständig synthetisiert (Abb. 5.31a). Alter- 
nativ wirken Riboschalter über die Hemmung der 
Translation. In diesem Fall kontrolliert der Ribo- 
schalter über eine Blockierung der Shine-Dalgarno- 
Sequenz, ob die Translation stattfindet oder nicht. 
Ist das Effektormolekül häufig, dann verändert seine 
Bindung die Stamm-Schleife-Struktur, sodass die 
Shine-Dalgarno-Sequenz für die Ribosomen nicht 
zugänglich ist (s. Abb. 5.31b). 

Vor kurzem konnte man in Bacillus subtilis einen 
neuen Riboschalter identifizieren, der die Expression 
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5.32 Ribozymriboschalter 
des gimS-Gens aus B. subtilis 
a Die Zellwandsynthese findet 
unter Wachstumsbedingungen 
statt. Wachst die Zelle, dann Riboschalter 
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eines Gens (glmS) kontrolliert, das an der Biosynthese 
von Zellwandkomponenten beteiligt ist (Abb. 5.32). 
Wie bei anderen Schaltern auch, bestimmt ein Pro- 
dukt des Biosyntheseweges, ob die mRNA translatiert 
wird oder nicht. Statt jedoch die Shine-Dalgarno-Se- 
quenz unzugänglich zu machen oder eine Termina- 
torschleife zu bilden, entsteht durch die Veränderung 
der mRNA-Sekundärstruktur ein selbstspaltendes Ri- 
bozym. Das glmS-Gen aus Bacillus subtilis codiert das 
Enzym Glutamin-Fructose-6-phosphat-Amidotrans- 
ferase, das Fructose-6-phosphat und Glutamin in 
Glucosamin-6-phosphat (GlcN6P) umwandelt. Aus 
dieser Verbindung entsteht die Zellwandkomponente 
UDP-GIcNAc. Ist die vorhandene Menge an GlcNAc 
groß, dann bindet das Molekül an die glmS-mRNA 
und verändert die Sekundärstruktur. Die neue Struk- 
tur wirkt als Ribozym, das die mRNA spaltet und so 
eine Translation verhindert. 

Es wurden auch andere Riboschalter identifiziert, 
die direkt auf Temperaturstress reagieren. So ist z.B. 
das rpoH-Gen aus E. coli an der Hitzeschockreaktion 
beteiligt. Zusätzlich zu anderen Formen der Regula- 
tion enthält die mRNA eine Thermosensordomäne, 
die die Stärke der Translation kontrolliert. Bei nor- 
malen Temperaturen besitzt der Thermosensor eine 
Stamm-Schleife-Struktur, die die Translation verhin- 
dert. Steigt die Temperatur an, löst sich die Stamm- 
Schleife-Struktur auf und die Translation kann statt- 
finden. 


Riboschalter sind mRNA-Sequenzen, die direkt an 
die Effektormoleküle binden, um die Translation 
der mRNA zu kontrollieren. 


Die gentechnische 
Veränderung allosterischer 
Riboschalter und Ribozyme 


Synthetische oder veränderte Ribozyme haben hin- 
sichtlich eines Einsatzes in der Medizin und Biotech- 
nologie ein außerordentlich großes Potenzial. Die 
Möglichkeit, die Aktivität eines Ribozyms kontrol- 
lieren zu können, wäre sehr vorteilhaft. Würde ein 
Ribozym gentechnisch so verändert, dass es mRNA 
spaltet, die in Krebszellen zu ungehemmtem Wachs- 
tum führt, dann könnte eine Kontrolle ihrer Aktivität 
den Krebs an der Ausbreitung hindern. Außerdem 


könnten Ribozyme in Gene eingebracht werden, die 
in der Gentherapie zum Einsatz kommen. Wie und 
wann diese Gene exprimiert werden, ließe sich durch 
die Kontrolle des Ribozyms bestimmen. An einer sol- 
chen Kontrolle wären Riboschalter beteiligt, die mit 
Ribozymen gekoppelt sind. Auf diese Weise ließe sich 
die Selbstzerstörung durch die Zugabe kleiner Ef- 
fektormoleküle regulieren, wie es in der Natur beim 
zuvor beschriebenen glmS-Gen bereits geschieht. 

Um ein Ribozym dahingehend zu verändern, dass 
es nur in Anwesenheit eines bestimmten Effektormo- 
leküls aktiv ist, wird eine Kombination aus modula- 
rem Design und in vitro-Selektion eingesetzt. Beim 
modularen Design werden verschiedene Domänen 
von unterschiedlichen Ribozymen zu einem neuen 
Molekül zusammengestellt. So lässt sich das kataly- 
tische Zentrum eines bestimmten Hammerkopfribo- 
zyms mit der Bindungsdomäne eines anderen Ribo- 
zyms koppeln, wodurch sich die Bindungsspezifität 
des ursprünglichen Ribozyms verändert (Abb. 5.33a). 

Synthetische allosterische Ribozyme werden 
durch die Kombination der katalytischen Zentren von 
Ribozymen mit verschiedenen zufälligen Sequenzen 
selektiert (s. Abb.5.33b). Einige der zufälligen Se- 
quenzen werden, wie man hofft, den gewählten Ef- 
fektor binden, sie stellen ein Gemisch aus möglichen 
Riboschaltern dar. Einige dieser kombinierten Mole- 
küle werden sich selbst oder das Substrat ohne Regu- 
lation spalten und müssen aus dem Gemisch entfernt 
werden. Spaltet das Ribozymkonstrukt sich selbst, 
dann werden sich die Produkte schneller durch ein 
Elektrophoresegel bewegen als die nichtgespaltenen. 
Daher wird das Gemisch aus möglichen Riboschal- 
tern/Ribozymen elektrophoretisch aufgetrennt und 
die langsameren, nichtgeschnittenen RNA-Moleküle 
aus dem Gel isoliert. Als nächstes werden die Ribo- 
zyme mit dem gewählten Effektor gemischt und un- 
ter Bedingungen inkubiert, die die Spaltung fördern. 
Dieser Schritt ist der positive Selektionsschritt. Jedes 
Ribozym, das in Anwesenheit des Effektors gespalten 
wird, wird isoliert. Wie zuvor werden die Ribozyme 
durch Gelelektrophorese getrennt, doch dieses Mal 
werden die gespaltenen (kürzeren) Moleküle isoliert. 
Durch Klonierung und Sequenzierung der isolierten 
Ribozymkonstrukte bestimmt man schließlich die 
Sequenz der Riboschalterdomäne. 


Ribozyme lassen sich mit Riboschaltern ausstatten. 
Der Riboschalter kontrolliert das Ribozym, sodass 
es nur dann aktiv ist, wenn das Effektormolekül 
vorhanden ist. 
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5.33 Entwicklung von allosterischen Ribozymen 

a Modulares Design eines Ribozyms. Das Ribozym besteht aus drei verschiedenen, miteinander verbundenen Domänen. 
Die Substratdomäne (hellgrün hinterlegt) geht Basenpaarungen mit der Ribozymdomäne (hellviolette Hinterlegung) ein, 
und die Aptamerdomäne bindet den allosterischen Effektor (in diesem Beispiel ATP). b Schema für die in vitro-Selektion 
zur Identifizierung von Ribozymen, die nur dann aktiv sind, wenn ein Effektor gebunden hat (d.h. die allosterisch sind). 
Zunächst werden alle Ribozyme, die die Spaltung des Substrats ohne die Bindung eines Effektors katalysieren, entfernt. 
Wird das Substrat ohne Effektor gespalten, dann wandert das Ribozym während der Gelelektrophorese schneller. Nur 
die Bande mit ungeschnittenem Substrat/Ribozym wird aus dem Gel isoliert. Als nächstes werden die Ribozyme mit dem 
Effektormolekül gemischt. Dieses Mal werden die Ribozyme, die das Substrat spalten, isoliert. Durch wiederholte Zyklen 
der Isolierung erhält man am Ende ein Ribozym, das nur aktiv ist, wenn ein Effektor gebunden hat. 


Weiterführende Literatur 165 


» Weiterführende Literatur 


Allen E, Xie Z, Gustafson AM, Carrington JC (2005) Micro- 
RNA-directed phasing during trans-acting siRNA bioge- 
nesis in plants. Ce// 121: 207-221 

Breaker RR (2002) Engineered allosteric ribozymes as bio- 
sensor components. Curr Opin Biotechnol 13: 31-39 

Chen Q, Crosa JH (1996) Antisense RNA, Fur, iron and the 
regulation of iron transport genes in Vibrio anguillarum. 
J Biol Chem 271: 18885-18891 

Chinnapen DJ-F, Sen D (2003) A deoxyribozyme that har- 
nesses light to repair thymine dimers in DNA. Proc Natl 
Acad Sci USA 101: 65-69 

Chinnapen DJ-F, Sen D (2007) Towards elucidation of the 
mechanism of UV1C, a deoxyribozyme with photolyase 
activity. / Mol Biol 365: 1326-1336 

Clark DP (2006) Molecular Biology: Das Original mit Über- 
setzungshilfen. Understanding the Genetic Revolution. 
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 

Crosthwaite SK (2004) Circadian clocks and natural anti- 
sense RNA. FEBS Lett 567: 49-54 

Dias N, Stein CA (2002) Antisense oligonucleotides: Ba- 
sic concepts and mechanisms. Mo/ Cancer Ther 1: 
347-355 

Elgin SC, Grewel SI (2003) Heterochromatin: Silence is 
golden. Curr Bio! 13: R895-R898 

Fitzwater T, Polisky B (1996) A SELEX primer. Methods 
Enzymol 267: 275-301 

Golden BL, Kim H, Chase E (2004) Crystal structure of a 
phage Twort group | ribozyme-product complex. Nat 
Struct Mol Biol 12: 82-89 

Jansohn M (2006) Gentechnische Methoden, 4. Aufl. Spek- 
trum Akademischer Verlag, Heidelberg 

Khan AU, Lal SK (2003) Ribozymes: A modern tool in medi- 
cine. J Biomed Sci 10: 457-467 

Knee R, Murphy PR (1997) Regulation of gene expression 
by natural antisense RNA transcripts. Neurochem Int 
31::379-392 


Lai EC (2003) MicroRNAs: Runts of the genome assert 
themselves. Curr Biol 13: R925-R936 

Lochmann D, Jauk E, Zimmer A (2004) Drug delivery of 
oligonucleotides by peptides. Eur J Pharm Biopharm 
58: 237-251 

Maeda I, Kohara Y, Yamamoto M, Sugimoto A (2001) Large- 
scale analysis of gene function in Caenorhabditis ele- 
gans by high-throughput RNAi. Curr Biol 11: 171-176 

Mulhardt C (2008) Der Experimentator: Molekularbiolo- 
gie/Genomics, 6. Aufl. Spektrum Akademischer Ver- 
lag, Heidelberg 

Preall JB, Sontheimer EJ (2005) RNAi: RISC gets loaded. 
Cell 123: 543-545 

Rossignol F, de Laplanche E, Mounier R, Bonnefont J, Cayre 
A, Godinot C, Simonnet H, Clottes E (2004) Natural an- 
tisense transcripts of HIF-1a are conserved in rodents. 
Gene 339: 121-130 

Sazani P, Vacek MM, Kole R (2002) Short-term and long- 
term modulation of gene expression by antisense the- 
rapeutics. Curr Opin Biotechnol 13: 468-472 

Sen G, Wehrman TS, Myers JW, Blau HM (2004) Restriction 
enzyme-generated siRNA (REGS) vectors and libraries. 
Nat Genet 36: 183-189 

Tanner NK (1998) Ribozymes: The characteristics and 
properties of catalytic RNAs. FEMS Micro Rev 23: 
257-275 

Tsang J, Joyce GF (1996) /n vitro evolution of randomized 
ribozymes. Methods Enzymol 267: 410-426 

van Rij RP, Andino R (2006) The silent treatment: RNAi as 
a defense against virus infection in mammals. Trends 
Biotechnol 24: 186-193 

Vanhée-Brossollet C, Vanquero C (1998) Do natural an- 
tisense transcripts make sense in eukaryotes? Gene 
211: 1-9 

Vaucheret H, Beclin C, Fagard M (2001) Post-transcriptional 
gene silencing in plants. J Cell Sci 114: 3083-309 1 

Warashina M, Takagi Y, Stec WJ, Taira K (2000) Differences 
among mechanisms of ribozyme-catalyzed reactions. 
Curr Opin Biotechnol 11: 354-362 


Immuntechnologie 


Struktur und Funktion eines Antikörpers 

Antikörper, Antigene und Epitope 

Die große Vielfalt der Antikörper 

Die Struktur eines Antikörpers 

Struktur und Funktion von Immunglobulinen 

Monoklonale Antikörper für klinische Zwecke 

Humanisierung von monoklonalen Antikörpern 

Humanisierte Antikörper in klinischen Anwendungen 
Gentechnische Veränderung von Antikörpern 

Diabodies und bispezifische Antikörperkonstrukte 

ELISA-Assay 

Der ELISA als Werkzeug zur Diagnose 

Sichtbarmachung von Zellbestandteilen mithilfe von Antikörpern 
Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung 

Immunologisches Gedächtnis und Impfung 

Herstellung eines Impfstoffes 

Herstellung von Vektorimpfstoffen durch homologe Rekombination 
Reverse Impfstoffentwicklung 

Identifizierung neuer Antigene für Impfstoffe 

DNA-Impfstoffe machen eine Aufreinigung von Antigenen überflüssig 
Orale Impfstoffe 


Weiterführende Literatur 


168 Immuntechnologie 


Struktur und Funktion 
eines Antikorpers 


Wir sind ständig von infektiösen Bakterien, Viren 
und Protozoen umgeben, die alle nach einem geeig- 
neten Wirt für eine Infektion suchen. Würde sich 
unser Körper nicht gegen diese Invasionsversuche 
zur Wehr setzen, dann würde er diese Angriffe 
nicht überleben. Glücklicherweise kontrollieren 
Zellen des Immunsystems unsere inneren Gewebe, 
das Blut und die Körperoberfläche sowohl im In- 
neren des Körpers als auch auf der Außenseite und 
schützen den Organismus auf diese Weise. Jedes 
fremde Makromolekül, das nicht als „selbst“, also 
vom eigenen Körper stammend, erkannt wird, wird 
als Zeichen eines Angriffs gewertet und löst eine 
Immunantwort aus. Eindringende Mikroorganis- 
men besitzen eigene Proteine, die sich in der Se- 
quenz und dreidimensionalen Struktur von denen 
des Wirts unterscheiden. Vor allem die Moleküle, 
die sich auf der Oberfläche des eindringenden Mi- 
kroorganismus befinden, ziehen die Aufmerksam- 
keit des Immunsystems auf sich. Diese fremden 
Moleküle werden als Antigene bezeichnet und die 
Moleküle des Immunsystems, die sie erkennen und 
binden, als Antikörper (Abb. 6.1). 

Häufig ist die Rede davon, dass der Körper Anti- 
körper als Reaktion auf das Eindringen eines fremden 
Antigens produziert, eine Darstellung, die ein wenig 
irreführend ist. Tatsächlich bildet das Immunsystem 
schon lange vor einer Infektion Milliarden von ver- 
schiedenen Antikörpern. Jede B-Zelle des Immun- 
systems vermag jedoch nur Antikörper mit einer 
einzigen Spezifität zu synthetisieren. Noch vor einem 
Kontakt mit Antigenen und ohne zu wissen, welche 
Antikörper zukünftig für eine Abwehr notwendig 
sind, behält das Immunsystem für die Synthese jedes 
Antikörpers einige wenige B-Zellen. 

Taucht schließlich ein fremdes Antigen auf, wer- 
den unter den Milliarden der bereits synthetisierten 
Antikörper ein oder zwei zu dem Antigen passen, 
auch wenn der Körper zuvor niemals mit ihm in 
Kontakt getreten ist (Abb. 6.2). Die B-Zellen, die 
die jeweiligen passenden Antikörper produzieren, 
teilen sich nun rasch und es entstehen sehr viele 
dieser Zellen. Das Antigen bestimmt daher, welcher 
Antikörper in großen Mengen produziert wird. Hat 
ein passender Antikörper an eindringende Anti- 
gene gebunden, treten andere Mechanismen des 
Immunsystems in Aktion, die die Eindringlinge 
zerstören. 


Einige Zeit später beginnt eine Phase der Verfei- 
nerung und Anpassung, in der die Antikörper, die an 
das eindringende Antigen gebunden haben, durch 
Mutation verändert werden. Durch einen Selektions- 
prozess werden die ausgewählt, die am besten zum 
Antigen passen. Außerdem besitzt das Immunsystem 
ein Gedächtnis für Antikörper, die bereits zum Ein- 
satz gekommen sind. Greift der gleiche Eindringling 
nochmals an, kann der entsprechende Antikörper 
schneller und in noch größerer Zahl als zuvor aktiv 
werden. Impfstoffe nutzen diese Fähigkeit, indem 
sie das Immunsystem stimulieren, Antikörper zu 
speichern, die pathogene Viren wie Pockenviren er- 
kennen und zerstören. Die heutzutage verwendeten 
Impfstoffe verursachen selbst keine Krankheitssymp- 
tome (s. unten). 


a Antigen- 
bindungsstelle 
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6.1 Fremde Antigene werden von Antikörpern erkannt 
a Antikörper sind Moleküle, die die Form eines „Y“ besit- 
zen und die vom Immunsystem der Wirbeltiere gebildet 
werden. b Die Antikörper binden spezifisch an Proteine, 
oder Antigene, eindringender Pathogene. 
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(A) Herstellung 
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6.2 Für fremde Antigene stehen bereits synthetisierte 
Antikörper bereit 

Lange vor einem Angriff durch ein Pathogen bilden B-Zellen 
eine Vielzahl von Antikörpern mit unterschiedlicher Spezifi- 
tät (a). Bindet einer von ihnen an ein Antigen (b), dann be- 
ginnt die entsprechende B-Zelle sich zu teilen (c). Die Mehr- 
zahl der B-Zellen ist an der Anpassung und Verbesserung 
des Antikörpers beteiligt, die Bindung zwischen Antigen und 
Antikörper wird stärker, und sie wehren die Pathogene ab 
(d). Ein kleiner Teil der B-Zellen wird in Gedächtniszellen 
umgewandelt, die niemals absterben und auf einen weite- 
ren Angriff des gleichen Pathogens warten (e). 


Das Immunsystem bevorratet eine Reihe von B-Zel- 
len, die bereit sind, Antikörper gegen eindringende 
Pathogene zu produzieren. Jede B-Zelle stellt dabei 
einen Antikörper mit einer anderen Spezifität her. 
Wird einer dieser Antikörper benötigt, beginnt die 
B-Zelle sich zu teilen, sodass schließlich viele Klone 
Antikörper produzieren. Einige dieser Klone werden 
durch Mutation angepasst, was zur Bildung von 
spezifischeren Antikörpern führt. 


Antikörper, Antigene und 
Epitope 


Die Bezeichnung „Antigen“ bezieht sich auf jedes 
fremde Molekül, das eine Reaktion des Immunsys- 
tems auslöst. In der Praxis sind die meisten Antigene 
Proteine, die von den eindringenden Bakterien oder 
Viren synthetisiert werden. Besonders kohlenhydrat- 
haltige Glykoproteine, und Lipoproteine, die Lipide 
enthalten, führen zu starken Reaktionen des Immun- 
systems - sie haben eine stark antigene Wirkung. 
Auch Polysaccharide sind häufig Bestandteile der 
Oberfläche von eindringenden Keimen und stellen 
Antigene dar. Sogar DNA kann unter bestimmten 
Bedingungen eine antigene Wirkung besitzen. Es 
überrascht nicht, dass die Antigene, die sich auf 
der Oberfläche eines fremden Mikroorganismus be- 
finden, in der Regel als erstes vom Immunsystem 
erkannt werden (Abb. 6.3). Im weiteren Verlauf der 
Infektion, insbesondere nachdem die Zellen einiger 
Eindringlinge vom Immunsystem zerstört wurden, 
werden Moleküle aus dem Inneren des infektiösen 
Agens freigesetzt und wirken ebenfalls als Antigene. 


Virus 


Oberflächenproteine a 
und Kohlenhydrate 


6.3 Oberflachenantigene von Mikroorganismen 

Die Oberflachen von Bakterien und Viren sind mit Glyko- 
proteinen und Lipoproteinen bedeckt, die von Antikörpern 
des Wirtsorganismus erkannt werden. 
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Das Immunsystem vermittelt Immunität gegen- 
über den verschiedensten infektiösen Agenzien über 
die spezifische Immunität, auch als adaptive oder 
erworbene Immunität bezeichnet. Die erworbene 
Immunität wird weiter unterteilt in die humorale 
Immunität und die zellvermittelte Immunität. Die 
humorale Immunität wird durch Immunglobuline 
(Antikörper) im Blutplasma vermittelt, die von den 
B-Zellen synthetisiert werden. Die zellvermittelte 
Immunität verläuft dagegen über antigenspezifische 
Zellen, die man als T-Lymphocyten bezeichnet. Die 
T-Lymphocyten werden in T,,-Zellen (oder T-Helfer- 
zellen) und T.-Zellen (oder cytotoxische T-Zellen) 
unterteilt. Antikörper binden im Allgemeinen an 
ganze Proteine, während es bei T-Zell-Rezeptoren 
Proteinfragmente sind. Bindet ein Antikörper ein 
Protein, dann erkennt er einen relativ kleinen Be- 
reich auf der Oberfläche des Proteins wie Vertiefun- 
gen oder Vorsprünge der Oberfläche. Solche Erken- 
nungsstellen bezeichnet man als Epitope (Abb. 6.4). 
Da intakte Proteine relativ große Moleküle sind, 
bietet ihre Oberfläche eine Vielzahl von Epitopen, 
sodass viele verschiedene Antikörper an ein Protein 
binden können. Diese Bindungen finden aufgrund 
der Größe der Antikörper allerdings nicht gleichzei- 
tig statt. 


Antikörper 


6.4 Antikörper binden an Epitope auf einem Antigen 
Antikörper erkennen nur einen kleinen Vorsprung oder 
eine Vertiefung auf der Oberfläche des Proteins. Der Be- 
reich des Antigens, an den der Antikörper bindet, wird als 
Epitop bezeichnet. 


T-Zellen funktionieren in ähnlicher Weise, doch 
erkennen sie ausschließlich Antigene, die auf der 
Oberfläche anderer Körperzellen präsentiert wer- 
den. Zu diesen Körperzellen zählen insbesondere 
Makrophagen, virusinfizierte Zellen oder antikör- 
perproduzierende B-Zellen. T-Zellen erkennen 
diese anderen Zellen an Rezeptorproteinen auf 
deren Oberfläche, die als Klasse-I- und Klasse- 
II-Haupthistokompatibilitätskomplexe (Klasse-I- 
und Klasse-II-MHCs) bezeichnet werden. Klasse- 
I-MHCs aktivieren T,,-Zellen und Klasse-II-MHCs 
aktivieren T.-Zellen. MHC-Rezeptoren werden von 
einer Genfamilie codiert, die von Individuum zu 
Individuum verschieden ist. Anhand der MHC- 
Rezeptoren lassen sich Personen unterscheiden, 
und vor Organtransplantationen muss festgestellt 
werden, ob Spender und Empfanger zueinander 
passen, um Abstoßungsreaktionen zu vermeiden. 
Man nennt MHC-Rezeptoren auch humane Leuko- 
cytenantigene (HLAs). 


Die erworbene Immunität lässt sich unterteilen. 
Die humorale Immunität wird durch Antikörper im 
Blutplasma vermittelt, welche von den B-Zellen 
synthetisiert werden. Die zelluläre Immunität wird 
von den T-Zellen vermittelt. 

Antikörper erkennen die Zelloberflächenrezepto- 
ren, die als Klasse-I- und Klasse-Il-Haupthistokom- 
patibilitätskomplexe bezeichnet und auf der Ober- 
fläche von Körperzellen exprimiert werden, welche 
von einem eindringenden Pathogen infiziert sind. 


Die große Vielfalt der 
Antikörper 


Antikörper sind Proteine, die fremde Moleküle er- 
kennen und binden. Da es eine nahezu unendliche 
Zahl von möglichen fremden Molekülen gibt, muss 
eine entsprechend große Zahl an verschiedenen An- 
tikörpermolekülen gebildet werden. Die Aminosäu- 
ren, aus denen Proteine bestehen, bieten vielfältige 
Möglichkeiten für verschiedene Sequenzen und ver- 
schiedene Formen. Doch damit verbunden ist ein 
großes genetisches Problem. Würde jeder Antikör- 
per von einem einzelnen Gen codiert, wären eine 
gigantische Zahl an Genen und eine riesige Menge 
an DNA notwendig. Selbst wenn das gesamte Säu- 
gergenom codierende DNA wäre, könnten nur einige 


Die Struktur eines Antikörpers 171 


wenige Millionen Antikörper codiert werden, was 
bei weitem nicht ausreicht. 

Die Lösung ist, dass das Immunsystem mit relativ 
wenigen Genen eine riesige Zahl an unterschiedli- 
chen Aminosäuresequenzen generiert, indem Gen- 
segmente verschoben werden. Statt für jeden Anti- 
körper die vollständigen Gene zu speichern, setzt das 
Immunsystem die Antikörpergene aus einer Reihe 
kürzerer DNA-Abschnitte zusammen. Shuffling 
(Umlagerung) und Wiederverbinden dieser Genab- 
schnitte erlaubt die Synthese einer großen Vielfalt an 
Antikörpern. Abbildung 6.5 zeigt die Möglichkeiten 
der Kombination anhand von drei vorderen und 
drei hinteren Enden. Die Kombination ergibt neun 
verschiedene Gene. Angenommen, wir hätten 10 ver- 
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6.5 Modularer Aufbau von Genen 

Durch die Verknüpfung von verschiedenen Genabschnitten 
wächst die Zahl der möglichen Kombinationen exponentiell 
mit der Zahl der zur Verfügung stehenden Abschnitte. 


schiedene Anfangs-, Mittel- und Endsegmente, dann 
könnten diese zu 10 x 10 x 10 = 1000 verschiedenen 
Varianten kombiniert werden. Diese Vorstellung ist 
dem realen Ablauf bei der Kombination von Anti- 
körpergenen relativ ähnlich. Für die Herstellung von 
1000 verschiedenen Proteinen sind nur 30 Segmente 
codierender DNA notwendig, die auf den Chromo- 
somen gespeichert werden müssen. 

Die bemerkenswerte Wirtschaftlichkeit des Im- 
munsystems steht in einem nahezu grotesken Kon- 
trast zum Phänomen der junk DNA. In Säugern 
codieren in der Regel mehr als 95% der DNA kein 
Protein. Das Immunsystem ist ein faszinierendes Bei- 
spiel dafür, wie große genetische Vielfalt durch Shuff- 
ling von relativ wenigen Abschnitten mit genetischer 
Information erzeugt werden kann. Tiere vermögen 
aus nur einigen Tausend Genabschnitten Milliarden 
von möglichen Antikörpern zu bilden. 

Die Genetik der Antikörpervielfalt ist in ihren 
Details sehr komplex und wird in Lehrbüchern der 
Immunologie ausführlich beschrieben. Die übrigen 
Abschnitte dieses Kapitels gehen auf die Aspekte der 
Immunologie ein, die für die Biotechnologie von 
Bedeutung sind. Dazu gehören die Struktur von An- 
tikörpern, die biotechnologische Veränderung von 
Antikörpern, die biotechnologischen Methoden, bei 
denen Antikörper eingesetzt werden, und schließlich 
die Impfstoffe. Am Ende des Kapitels gehen wir auf 
Methoden ein, die zur Identifizierung und Herstel- 
lung neuer Impfstoffe genutzt werden. 


Antikörper sind in ihrer Struktur sehr vielfältig, 
sodass alle Pathogene erkannt werden können. 
Antikörper entstehen durch das Shuffling von 
Genabschnitten. Es gibt nicht für jeden Antikörper 
ein Gen. 


Die Struktur eines 
Antikörpers 


Jeder Antikörper besteht aus vier Proteinunterein- 
heiten, zwei leichten Ketten und zwei schweren Ket- 
ten, die die Form eines „Y“ annehmen (Abb. 6.6). 
Die Ketten werden durch Disulfidbrücken zwischen 
den Cysteinaminosäureresten zusammengehalten. 
Jede der leichten und schweren Ketten besteht aus 
einer konstanten Region und einer variablen Re- 
gion. Die konstante Region ist bei allen Ketten der- 
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6.6 Struktur eines Antikörpers 

Y-förmige Antikörper bestehen aus zwei leichten und zwei 
schweren Ketten. Jede unterteilt sich wiederum in Ab- 
schnitte: C41, C,2 und C,,3 sind die konstanten Regionen 
der schweren Kette; C, ist die konstante Region der leich- 
ten Kette; V,, ist die variable Region der schweren Kette; 
V, ist die variable Region der leichten Kette. Antigene 
binden an die variablen Regionen. 


selben Klasse gleich. Die variable Region bindet an 
das Zielmolekül, das Antigen. Es gibt Millionen von 
verschiedenen variablen Regionen, die durch geneti- 
sches Shuffling entstehen. 

Wird ein Antikörper am Gelenk (engl. hinge), an 
dem sich die schwere Kette biegt, gespalten, dann 
entstehen drei Stücke, zwei identische Fab-Frag- 
mente und ein Fc-Fragment (Abb. 6.7). Fab (engl. 
fragment, antigen binding) besteht aus einer leichten 
Kette mit der Hälfte der schweren Kette, Fc (engl. 
fragment, crystallizable) enthält die unteren Hälften 
der beiden schweren Ketten. Andere Komponenten 
des Immunsystems erkennen und binden häufig die 
Fc-Region eines Antikörpers (s. unten). 


Antikörper haben die Form eines „Y“. Das Gelenk 
(die gebogene Region) teilt das Molekül in zwei 
Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment. Der Antikör- 
per besteht aus zwei leichten und zwei schweren 
Ketten. 
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6.7 Fab-Fragmente und Fc-Fragment eines Antikörpers 
Antikörper lassen sich in zwei Fab-Fragmente und ein Fc- 
Fragment teilen, indem das Molekül am Gelenk gespalten 
wird. 


Struktur und Funktion 
von Immunglobulinen 


Je nach Art der schweren Kette lassen sich Antikörper 
in verschiedene Klassen einteilen, die im Immun- 
system unterschiedliche Funktionen übernehmen 
(Tab. 6.1). Beim häufigsten und typischsten Antikör- 
per gehört die schwere Kette zur Klasse y und man 
bezeichnet den Antikörper als Immunglobulin G 
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Tabelle 6.1 Verschiedene Klassen und Funktionen von Antikörpern des Menschen 


IgA, 
IgA x oder A 
IgA, 
IgE = x oder A 
IgD = x oder A 
IgM = x oder A 
IgG, x oder A 
IgG, x oder A 
IgG 
IgG, x oder A 
IgG, x oder A 
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Anmerkung: Die leichten Ketten sind hellblau dargestellt, die schweren violett. 


(IgG). IgG hat vier verschiedene Unterklassen. Ins- 
gesamt kommt diese Klasse hauptsächlich im Blut- 
strom vor; etwa 75 % der Antigene im Blutserum sind 
IgG-Moleküle. Diese stimulieren die Immunzellen 
entscheidend für die Aufnahme von eindringenden 
Pathogenen. IgG-Moleküle sind die einzigen Antikör- 
per, die während der Schwangerschaft die Plazenta- 
schranke überwinden. Die zweite häufige Klasse von 


Antikörpern im Serum sind die sekretorischen An- 
tikörper der Klasse IgA. Diese Antikörper kommen 
auch auf den Schleimhäuten, im Verdauungstrakt und 
in der Muttermilch vor. Insbesondere für Kinder sind 
diese Antikörper für die Abwehr von Infektionen 
der Atemwege und des Verdauungstraktes sehr wich- 
tig, denn bei ihnen können Erkrankungen des Ver- 
dauungstraktes tödlich verlaufen. Die dritthäufigste 
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Klasse sind die IgM-Antikörper, die in der Regel in 
Form eines Pentamers vorliegen. Die ungewöhnliche 
Struktur von IgM bietet viele Bindungsstellen für 
Antigene (10 bei IgM gegenüber 2 bei IgG). Durch 
diese Struktur verklumpen Mikroorganismen nach 
der Bindung durch IgM-Antikörper, wodurch Im- 
munzellen zum Abbau des gesamten Komplexes an- 
geregt werden. IgD-Antikörper sind nur in geringen 
Mengen vorhanden und ihre Funktion ist noch nicht 
geklärt. IgE ist die seltenste Klasse und die Moleküle 
liegen in erster Linie an Mastzellen gebunden vor. IgE- 
Antikörper stimulieren allergische Reaktionen, indem 
sie zur Freisetzung von Histaminen führen, welche 
für die üblichen Allergiesymptome wie eine laufende 
Nase, Niesen und Husten verantwortlich sind. 


Monoklonale Antikörper 
für klinische Zwecke 


Für Antikörper gibt es viele medizinische Anwen- 
dungsmöglichkeiten. Sie werden für diagnostische 
Verfahren eingesetzt (wie ELISA, s. unten), für 
Schwangerschaftstests und für den Nachweis von 
Proteinen, die für bestimmte krankheitsauslösende 
Agenzien charakteristisch sind. In Zukunft werden sie 
möglicherweise verwendet, um Krebszellen oder Vi- 
ren gezielt abzutöten. Für solche Zwecke ist eine rela- 
tiv große Menge reiner Antikörper notwendig, die ein 
einzelnes Antigen spezifisch erkennen. Selbst wenn 
einem Tier im Tierversuch ein gereinigtes einzelnes 
Antigen injiziert wird, wird das Blutserum später 
ein Gemisch von Antikörpern gegen dieses Antigen 
enthalten. Es sei daran erinnert, das ein einzelnes An- 
tigen viele Epitope hat, sodass die Antikörper sowohl 
in ihrer Spezifität als auch in ihrer Affinität variieren. 
Man bezeichnet ein solches Gemisch als polyklonale 
Antikörper, weil die Antikörper von vielen verschie- 
denen B-Zell-Klonen synthetisiert werden, die alle 
das gleiche Antigen erkennen. Ein solches Gemisch 
ist für einen spezifischen Assay oder andere biotech- 
nologische Methoden nicht besonders nützlich. 
Sinnvoll ist, B-Zellen zu isolieren und zu kultivie- 
ren, die einen bestimmten Antikörper produzieren. 
Einen solchen Antikörper, der von einer einzelnen B- 
Zell-Linie synthetisiert wird, bezeichnet man als mo- 
noklonalen Antikörper. B-Zellen überleben jedoch 
auch unter hervorragenden Kulturbedingungen in 
vitro nur ein paar Tage. Die Lösung dieses Problems 
ist die Verwendung von Krebszellen. Myelome sind 
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6.8 Prinzip der Hybridomzellen 

Monoklonale Antikörper stammen von einer einzelnen 
antikörperproduzierenden B-Zelle ab. Zunächst wird das 
Antigen in eine Maus injiziert, um eine Immunantwort aus- 
zulösen. Die Milz wird entnommen, da sie viele aktivierte 
B-Zellen enthält, doch überleben diese Zellen in Kultur 

nur für kurze Zeit; sie werden daher mit immortalen My- 
elomzellen fusioniert. Die Hybridomzellen werden einzeln 
kultiviert. Jeder Klon kann nun untersucht werden, um den 
Antikörper mit der höchsten und spezifischsten Affinität 
zum Zielprotein zu finden. 
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Tumore des Knochenmarks, die auch die B-Zellen be- 
treffen. Diese wandeln sich zu Krebszellen, vermeh- 
ren sich und exprimieren Immunglobulingene. Wie 
viele andere Tumorzellen, fahren Myelomzellen in 
Kultur mit der Vermehrung fort und teilen sich unbe- 
grenzt, solange ausreichend Nährstoffe zur Verfügung 
stehen. Für die Herstellung von monoklonalen Anti- 
körpern wird die relativ empfindliche B-Zelle, die den 
gewünschten Antikörper produziert, mit einer Mye- 
lomzelle fusioniert (Abb. 6.8). (Hierfür wird eine My- 
elomzelle, die ihre Fähigkeit zur Produktion von An- 
tikörpern verloren hat, verwendet.) Die entstehende 
Hybridzelle bezeichnet man als Hybridomzelle; sie 
kann im Prinzip ewig in Zellkultur gehalten werden 
und wird den gewünschten Antikörper produzieren. 

In der Praxis wird ein Tier, z.B. eine Maus, mit dem 
Antigen immunisiert, gegen das Antikörper benötigt 
werden. Hat die Antikörperproduktion ihren Höhe- 
punkt erreicht, wird eine Probe von antikörpersezer- 
nierenden B-Zellen entnommen. Diese werden mit 
immortalen Myelomzellen fusioniert und es entsteht 
ein Gemisch aus vielen verschiedenen Hybridomzel- 
len. Nun müssen die vielen einzelnen Hybridomzell- 
linien getestet werden, um eine zu finden, die die ge- 
wünschten antigenspezifischen Antikörper produziert. 
Diese Zelllinie wird anschließend kultiviert und liefert 
große Mengen monoklonaler Antikörper. 


Monoklonale Antikörper erkennen nur ein Epitop 
eines Antigens und stammen von einer einzelnen 
B-Zelle ab. 

Die Fusion einer antigenstimulierten B-Zelle aus 
der Milz einer Maus mit einer Myelomzelllinie ergibt 
eine immortale Hybridomzelle. Für die Herstellung 
eines monoklonalen Antikörpers wird jede dieser 
Zellen kultiviert und hinsichtlich ihrer Affinität zum 
ursprünglichen Antigen getestet. 


Humanisierung von 
monoklonalen Antikörpern 


Monoklonale Antikörper könnten eine Geheim- 
waffe im Kampf gegen Krebszellen sein. Für eine 
solche Anwendung wählt man Antikörper aus, die 
für Moleküle spezifisch sind, die ausschließlich auf 
der Oberfläche von Krebszellen vorkommen. Das 
menschliche Immunsystem erkennt jedoch Antikör- 
per aus Mäusen oder anderen Tieren als fremde 


Moleküle und versucht sie zu zerstören, und das ist 
ironischerweise das Hauptproblem. 

Ein Ansatz zur Lösung des Problems könnte die 
Gentechnik sein, um die monoklonalen Antikörper 
zu humanisieren (Abb.6.9a). Dabei nutzt man die 
Tatsache, dass nur die variable oder V-Region des 
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6.9 Humanisierung von monoklonalen Antikörpern 
Antikörper aus der Maus lassen sich so verändern, dass 
sie einem humanen Antikörper ähnlicher werden. a Die 
gesamte konstante Region der schweren und leichten 
Kette kann durch konstante Regionen von humanen An- 
tikörpern ersetzt werden. b Antikörper besitzen sechs 
CDRs, die die eigentliche Kontaktzone zwischen Antikör- 
per und Antigen bilden. Der gesamte Antikörper, außer 
der CDR-Region, lässt sich durch die Sequenz aus dem 
Menschen ersetzen. 
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Antikörpers das Antigen erkennt; die konstante oder 
C-Region kann also ausgetauscht werden. Die zu- 
nächst (mit B-Zellen aus der Maus) hergestellte Hy- 
bridomzelle wird isoliert und kultiviert. Anschließend 
wird die DNA, die den monoklonalen Antikörper der 
Maus codiert, isoliert und kloniert. Die DNA für die 
konstante Region des Mausantikörpers wird durch 
den entsprechenden Bereich aus der humanen DNA- 
Sequenz ersetzt. Die V-Region bleibt jedoch unverän- 
dert. Das Hybridgen aus Mensch und Maus wird nun 
in eine zweite Myelomzelle eingebracht, die schließlich 
den Antikörper in vitro produziert. Obwohl nicht voll- 
ständig aus dem Menschen, enthält das Hybrid doch 
mehr humane Abschnitte und löst im menschlichen 
Immunsystem viel weniger Abwehrreaktionen aus als 
der ursprüngliche Antikörper aus der Maus. 

Eine weiterreichende Humanisierung lässt sich 
erreichen, indem man die Abschnitte der V-Region 
verändert, die nicht direkt an der Bindung des Anti- 
gens beteiligt sind. Ein genauerer Blick auf die V-Re- 
gion jeder Kette zeigt, dass die meisten Variationen 
auf drei kurze Abschnitte beschränkt sind, die auf 
der Oberfläche des Antikörpers Schleifen und so eine 
Antigenbindungsstelle ausbilden (s. Abb. 6.9b). Diese 
sind als hypervariable Bereiche oder complementa- 
rity determining regions (CDRs) bekannt. Insgesamt 
besteht jede Antigenbindungsstelle aus sechs CDRs, 
drei auf der leichten Kette und drei auf der schweren. 
Bei der vollständigen Humanisierung eines Antikör- 
pers werden die codierenden Bereiche dieser sechs 
CDRs aus dem ursprünglichen Antikörper geschnit- 
ten und in menschliche Gene für die leichten und 
schweren Ketten kloniert. 


Humanisierte Antikörper werden hergestellt, indem 
man die konstanten Regionen des Antikörpers aus 
der Maus durch die konstanten Regionen eines 
humanen Antikörpers ersetzt. Das menschliche 
Immunsystem zeigt keine Abwehrreaktionen gegen 
diese Antikörper. 


Humanisierte Antikörper in 
klinischen Anwendungen 


Zurzeit sind viele verschiedene humanisierte mono- 
klonale Antikörper in der Entwicklung, mit deren 
Hilfe eine Reihe von Erkrankungen behandelt werden 
sollen. Der erste dieser Antikörper, der für klinische 


Anwendungen zugelassen wurde, ist Trastuzumab 
(Herceptin) für die Behandlung von Brustkrebs. Die 
Food and Drug Administration der USA ließ dieses 
Medikament im Jahr 1998 zu. Herceptin erkennt 
einen Oberflächenrezeptor einer Zelle, der als HER2 
bezeichnet wird. Dieser Rezeptor ist Mitglied einer 
größeren Familie, zu der auch HER3, HER4 und 
das erste entdeckte Mitglied, der Rezeptor für den 
epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR), gehören. 
Diese Rezeptoren bestimmen über eine Signalwei- 
terleitung, an der eine Reihe von intrazellulären Pro- 
teinen beteiligt ist (welche die Genexpression modu- 
lieren), ob sich eine Zelle teilt, sich differenziert oder 
Selbstmord begeht. Bei Brustkrebspatientinnen, bei 
denen der HER2-Rezeptor übermäßig produziert 
wird, ist der Brustkrebs viel resistenter gegenüber 
einer Chemotherapie, als wenn die Expression auf 
normalem Niveau abläuft. Ein Überschuss an Rezep- 
tormolekülen bei einer Patientin bedeutet daher eine 
schlechte Überlebensprognose. Herceptin bindet an 
die extrazelluläre Domäne von HER2 und verhin- 
dert, dass der Rezeptor von der Zelle internalisiert 
und abgebaut wird. Dadurch wird eine Teilung der 
Krebszelle verhindert, und das Immunsystem wird 
aktiviert und greift diese Zelle an (Abb. 6.10). Wird 
Herceptin in Kombination mit einer Chemothera- 
pie eingesetzt, steigt die Überlebensrate der Patien- 
tin deutlich an. Herceptin bindet ein spezifisches 
Protein, daher müssen die Brustkrebszellen einen 
Überschuss an HER2 bilden, damit die Therapie 
erfolgreich ist. 

Eines der häufigsten Probleme des heutigen Ge- 
sundheitssystems ist, das stationär behandelte Patien- 
ten erst im Krankenhaus an bakteriellen Infektionen 
erkranken. Diese nosokomialen Infektionen sind 
die Ursache für Tausende Todesfälle und kosten Mil- 
liarden Euro. Und noch bedenklicher ist die Tatsache, 
dass einige der verantwortlichen Krankheitserreger 
mittlerweile resistent gegen die meisten Antibiotika 
sind. Die Entwicklung eines humanisierten Antikör- 
pers gegen eines der häufigsten bakteriellen Agenzien 
wird hoffentlich eine weitere Therapieform eröffnen. 
Staphylococcus aureus ist ein Bakterium, das schwere 
Infektionen verursacht. Man hat methicillinresistente 
Stämme identifiziert, die als MRSA (methicillinresis- 
tenter S. aureus) bezeichnet werden, und sogenannte 
VRSA, die vancomycinresistent sind. Methicillin und 
Vancomycin sind die effektivsten Antibiotika, die 
gegen S. aureus zur Verfügung stehen. Sind sie wir- 
kungslos, dann verläuft die Infektion tödlich. Hu- 
manisierte monoklonale Antikörper gegen S. aureus 
wurden bereits auf ihre Effektivität getestet. Ein An- 
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tikörper bindet an das CIfA-Protein (engl. clumping 
factor A), das auf der Zelloberfläche von S. aureus 
exprimiert wird. Das CIfA-Protein ist verantwortlich 
dafür, dass die Bakterien sich an Fibrinogen heften, 
ein Protein, das sich an der Oberfläche der Wirtszelle 
befindet. Bindet der Antikörper an CIfA, dann kön- 
nen sich die Bakterien nicht mehr an die Zellober- 
fläche lagern und somit auch nicht eindringen und 
die Zelle schädigen (Abb. 6.11). Die humanisierte 
Variante dieses Antikörpers wurde an Kaninchen 
getestet. Die Tiere wurden mit S. aureus infiziert 
und anschließend mit dem Antikörper behandelt. 
Verabreichte man zwei Dosen des Antikörpers, dann 


Immunsystem tötet die Zelle 
mit gebundenem Herceptin 


humanisierter Antikörper 
gegen CIfA 


6.10 Herceptin unterstützt das 
Abtöten von Krebszellen durch 
Bindung an HER2 

Herceptin ist ein monoklonaler 
humanisierter Antikörper, der den 
HER2-Rezeptor auf Brustkrebszel- 
len erkennt. Bindet der Antikörper 
an den Rezeptor, unterstützt das 
Immunsystem die Zerstörung der 
Krebszelle und die Zelle wird emp- 
findlicher für eine Behandlung mit 
Chemotherapeutika. 


6.11 Humanisierte Antikörper, 
die eine Besiedlung durch S. au- 
reus verhindern 

Antikörper gegen das Zellober- 
flächenprotein CflA verhindern, 
dass S. aureus an ein Protein der 
extrazellularen Matrix, Fibrinogen, 
bindet. Findet diese Bindung nicht 
statt, dann können die Bakterien 
die Matrix nicht besiedeln und da- 
her auch nicht infizieren. 


war das Blut aller Kaninchen über 96 Stunden frei 
von Bakterien. Wurden die Tiere mit Vancomycin 
behandelt, dann waren nur etwa zwei Drittel der 
Blutkulturen negativ. Die klinischen Studien für die 
Verwendung des Antikörpers haben im März 2004 
begonnen und dauern noch an. 


Der monoklonale Antikörper gegen HER2 (engl. 
human epidermal growth factor receptor type 2) 
hemmt die Teilung von Brustkrebszellen und wird 
bei Brustkrebspatientinnen zur Unterstützung der 
Therapie eingesetzt. 
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Gentechnische Veränderung 
von Antikörpern 


Natürliche Antikörper bestehen aus einer Bindungs- 
stelle für das Antigen und einer Effektorregion, wel- 
che für die Komplementaktivierung oder die Bindung 
der Immunzellen verantwortlich ist. Aus biotech- 
nologischer Sicht ist die außerordentliche Spezifität, 
mit der Antikörper an ihr Zielprotein binden, für 
viele Anwendungen nützlich. Die gentechnische Ver- 
änderung von Antikörpern konzentriert sich daher 
auf die Antigenbindungsstelle des Antikörpers. Diese 
wird modifiziert und mit anderen Molekülfragmen- 
ten verknüpft. 

Um eine Antigenbindungsstelle von dem rest- 
lichen Antikörper trennen zu können, werden die 
Genabschnitte, die die entsprechenden Bereiche 
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6.12 Fab- und Fv-Fragment eines Antikörpers 
Fab-Fragmente werden mithilfe einer proteolytischen Spal- 


tung im Bereich der Gelenkregion hergestellt. Eine Disulfid- 


bindung hält die schweren und die leichten Ketten zusam- 


codieren, subkloniert und in Bakterien exprimiert. 
Bakterielle Signalsequenzen werden an den N-Ter- 
minus des Antikörpersegmentes gehängt, wodurch 
die Ketten in den periplasmatischen Raum transpor- 
tiert werden. Hier werden die Vy- und V,-Domänen 
korrekt gefaltet und die Disulfidbrücken ausgebildet. 
Zu den Antikörperfragmenten, die man verwendet, 
gehören Fab, Fv und Einzelketten-Fv (engl. single- 
chain Fv, scFv) (Abb. 6.12). Bei einem Fab-Frag- 
ment hält eine Disulfidbindung die beiden Ketten 
zusammen. In einem Fv-Fragment fehlt dieser Be- 
reich jedoch, sodass das Fragment weniger stabil ist. 
Dies führte zu der Entwicklung eines Einzelketten- 
Fv-Fragmentes, bei dem die V,,- und V,-Domänen 
durch ein kurzes Peptid miteinander verbunden sind, 
das in der Regel 15 bis 20 Aminosäuren lang ist. Die- 
ses wird auf genetischer Ebene eingefügt, sodass die 
gesamte Struktur von einem einzelnen synthetischen 
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men. Um ein Antikörperfragment ohne eine konstante Region 
herzustellen, werden die Gene für die V,- und die V,-Domane 
in ein Plasmid kloniert und in einer Bakterienzelle exprimiert. 
Diese Struktur ist nicht stabil, da die Disulfidbrücken fehlen. 
Eine Lösung für dieses Problem ist, beide Hälften so zu verändern, dass sie Disulfidbrücken erhalten (dsFv-Fragment), 
oder einen Linker einzufügen, der die V,,- und V,-Domänen verbindet (scFv-Fragment). 


f 
7 


dsFv-Fragment scFv-Fragment 
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Gen ausgehend exprimiert wird (V,,-Linker-V,, oder 
V,-Linker-V,,). Häufig wird eine Tag-Sequenz (wie 
ein His6-Tag oder FLAG-Tag; s. Kap. 9) an das Ende 
gehängt, um den Nachweis und die Reinigung zu 
erleichtern. Ein scFv-Fragment ist mit einer Molekiil- 
masse von 25000 relativ klein. 

Solche scFv-Fragmente werden mithilfe der Gen- 
manipulation mit verschiedenen anderen Molekü- 
len verknüpft. Die Funktion des scFv-Fragmentes 
besteht darin, ein Zielmolekül zu erkennen - viel- 
leicht ein Protein, das ausschließlich auf der Ober- 
fläche einer virusinfizierten Zelle oder einer Krebs- 
zelle exprimiert wird. Mit dem anderen Ende des 
Fragmentes lassen sich eine Vielzahl von Toxinen, 
Cytokinen oder Enzymen verbinden, die den akti- 
ven Teil des rekombinanten Antikörpers darstellen. 
Grundsätzlich bietet dieser Ansatz die Möglichkeit, 
Therapeutika sehr gezielt verabreichen zu können. 
Zurzeit werden die Möglichkeiten zur klinischen 
Anwendung von gentechnisch veränderten Antikör- 
pern untersucht. 

Die Regionen zur Bindung des Antigens, die bei 
der gentechnischen Veränderung von Antikörpern 
genutzt werden, können aus charakterisierten mono- 
klonalen Antikörpern stammen. Alternativ lässt sich 
auch aus einem Pool von B-Zellen eine Bibliothek aus 
DNA-Abschnitten herstellen, die V-Regionen codie- 
ren. Diese B-Zellen stammen aus einer Blutprobe ei- 
nes Tiers oder des Menschen. Eine solche Bibliothek 
enthält in der Theorie V-Regionen, die alle zusam- 
men genommen jedes Zielmolekül erkennen können. 
Werden die humanen B-Zellen herangezogen, dann 
umgeht man das oben beschriebene, aufwendige 
Verfahren der Humanisierung von Antikörpern. Die 
V-Region-Bibliothek wird nach einem Antikörper- 
fragment durchsucht, welches das gewünschte Ziel- 
molekül bindet. Dieses Screening kann mithilfe eines 
Phagen-Displays durchgeführt werden, das in Kapitel 
9 beschrieben wird. Die Konstrukte der Bibliothek 
werden auf der Oberfläche eines Phagen exprimiert, 
das Zielmolekül wird an einen festen Träger gebun- 
den und dazu verwendet, solche Phagen abzufangen, 
die die entsprechende V-Region tragen. 


scFv-Fragmente der Bindungsregion eines Anti- 
körpers werden an verschiedene Toxine, Cytokine 
oder Enzyme gebunden, sodass rekombinante 
Antikörper entstehen. Ein solcher Antikörper lässt 
sich einsetzen, um das an ihn gekoppelte Molekül 
zu einem Antigen zu transportieren, an welches das 
scFv-Fragment in vivo bindet. 


Diabodies und bispezifische 
Antikörperkonstrukte 


Zurzeit wird eine Vielzahl von gentechnisch her- 
gestellten Antikörperkonstrukten untersucht. Ein 
diabody besteht aus zwei Einzelketten-Fv-(scFv-) 
Fragmenten, die miteinander verbunden sind. Die 
Kürzung des Linkers von 15 Aminosäuren auf fünf 
fördert die Dimerisierung der beiden scFv-Ketten. 
Dadurch ist eine Verbindung zwischen den V,,- und 
V,-Domänen einer Kette nicht weiter möglich. Das 
Dimer besteht aus zwei scFv-Fragmenten, die über 
Kreuz angeordnet sind (Abb. 6.13). Der entstehende 
diabody besitzt zwei Antigenbindungsstellen, die in 
entgegengesetzte Richtungen weisen. Werden zwei 
verschiedene scFv-Fragmente eingesetzt, entsteht 
ein bispezifischer Antikörper, der gleichzeitig zwei 
verschiedene Zielproteine binden wird. Für die Her- 
stellung eines solchen bispezifischen Antikörpers 
ist es notwendig, dass V,,A mit V,B verknüpft wird 
und V„B mit V,A. Beide Sätze von Vy- und V,- 
Regionen lassen sich in einer einzigen Polypep- 
tidkette, die von einem einzigen rekombinanten 
Gen codiert wird, miteinander kombinieren, wie 
Abbildung 6.13 zeigt. Bispezifische Antikörper bie- 
ten ein weites Feld möglicher Einsatzgebiete in der 
Therapie, weil sie genutzt werden können, um zwei 
Moleküle miteinander zu verbinden. Sie lassen sich 
z.B. verwenden, um Toxine gezielt zu Krebszellen zu 
transportieren. 

Eine weitere Möglichkeit, einen bispezifischen 
Antikörper herzustellen, ist, die beiden verschie- 
denen scFv-Fragmente mit anderen Proteinen zu 
koppeln, die aneinander binden (Abb. 6.14). Zwei 
bekannte Proteine bzw. Strukturen, die sich hier 
einsetzen lassen, sind Streptavidin und der Leu- 
cin-Zipper. Streptavidin ist ein kleines, biotinbin- 
dendes Protein aus Streptococcus-Bakterien. Es bil- 
det Tetramere, sodass mit seiner Hilfe vier An- 
tikörperfragmente miteinander verbunden werden 
können. Außerdem lassen sich die Konstrukte über 
die Bindung an eine Biotinsäule aufreinigen. Leu- 
cin-Zipper-Regionen sind Bestandteil vieler Tran- 
skriptionsfaktoren, die Dimere bilden (s. Kap. 2). 
Häufig bilden solche Proteine gemischte Dimere, 
wenn ihre Leucin-Zipper einander erkennen und 
sich zusammenlagern. Leucin-Zipper von zwei ver- 
schiedenen, assoziierenden Transkriptionsfaktoren 
(z.B. die Proteine Fos und Jun), lassen sich daher 
nutzen, um zwei verschiedene scFv-Fragmente an- 
einander zu koppeln. 
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6.13 Gentechnisch veränderte diabody-Konstrukte 

a Die gentechnische Veränderung eines diabody-Konstruktes beginnt mit der Fusion der variablen Domänen der schwe- 
ren und leichten Kette (V,, und V,) mit einem Linker auf Ebene der DNA. Durch den langen Linker entsteht eine einzelne 
Antigenbindungsdomäne, durch den kürzeren Linker können sich zwei Polypeptide mit zwei Bindungsdomänen zu einem 
Komplex aneinanderlagern. Ein bakterieller Promotor und eine RBS (Ribosomenbindungsstelle) erlauben die Expression 
des Konstruktes in Bakterien. Die Signalsequenz sorgt für eine Sekretion des veränderten Proteins. b Statt identischer 
Fv-Einheiten lassen sich auch zwei verschiedene Fv-Ketten coexprimieren. Die beiden Fv-Ketten vereinigen sich zu einem 
diabody mit zwei verschiedenen Antigenbindungsdomänen, auf jeder Seite eine andere. c Aus einem Transkript mit einem 
Linker zwischen V,,A und V_B, einem Linker zwischen den beiden Hälften und einem Linker zwischen VB und V,A lassen 
sich bispezifische Antikörper herstellen. 
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Durch die Kopplung von zwei scFv-Fragmenten 
über ihre Linker-Regionen oder über Proteine 

(z.B. Streptavidin oder Proteine mit Leucin-Zipper) 
lassen sich bivalente Antikörper herstellen, d.h., 
jede Seite des Antikörpers erkennt ein anderes 
Antigen. Diese Konstrukte sind nützlich, wenn zwei 
verschiedene Proteine in der Zelle in enge Nach- 
barschaft gebracht werden sollen. 


ELISA-Assay 


Der ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent as- 
say) ist ein häufig eingesetztes Verfahren, um ein 
Protein in einer Probe spezifisch nachzuweisen und 
seine Konzentration zu ermitteln. Das nachzuwei- 
sende Protein spielt dabei die Rolle eines Antigens. 
Der erste Schritt ist daher, einen Antikörper her- 
zustellen, der für das Zielprotein spezifisch ist. An 
diesen Antikörper wird nun ein Nachweissystem 
gekoppelt, das in der Regel aus einem Enzym be- 
steht, welches ein farbloses Substrat zu einem farbi- 
gen Produkt umsetzt. Ein Beispiel ist die Alkalische 
Phosphatase, die X-Phos in einen blauen Farbstoff 
umwandelt (s. Kap. 8). Die Proben, die analysiert 
werden sollen, werden auf der Oberfläche einer 


6.14 Gentechnisch hergestellte, 

Streptavidin- bispezifische Antikörper 

scFv Statt genetischer Linker, die die 
Halften von diabodies zusammenhal- 
ten, können auch zwei verschiedene 
Proteine die beiden scFv-Fragmente 
miteinander verbinden. So dimeri- 
sieren Proteine mit einer Leucin- 
Zipper-Domäne; werden scFv-Gene 
genetisch mit den DNA-Abschnitten 
für diese Proteine gekoppelt, dann 
dimerisieren die scFv-Fragmente über 
die Leucin-Zipper-Bereiche. Proteine 
wie Streptavidin oder Proteine mit 
einer Vier-Helix-Bündel-Domäne 
lassen sich auf DNA-Ebene mit scFv- 
Domänen fusionieren. Wird dieses 
Gen exprimiert, dann befinden sich 
vier scFv-Domänen auf der Außen- 
seite und bilden vier verschiedene 
Bindungsstellen für Antigene. 


Membran oder in den Vertiefungen einer Mikroti- 
terplatte immobilisiert (Abb. 6.15). Der Antikörper 
mit dem daran gekoppelten Nachweissystem wird 
zugegeben und bindet an das Protein. Die Membran 
bzw. Mikrotiterplatte wird nun gewaschen, um un- 
gebundene Antikörpermoleküle zu entfernen. An- 
schließend gibt man das Substrat zu und die Intensi- 
tät des entstehenden Farbstoffes zeigt die Menge an 
Zielprotein an. 

Von dem ELISA gibt es eine Vielzahl von Mo- 
difikationen. Häufig werden Bindung und Nach- 
weis in zwei Schritten durchgeführt, indem man 
zwei verschiedene Antikörper verwendet. Der erste 
Antikörper ist spezifisch für das Zielprotein. Der 
zweite Antikörper erkennt den ersten und trägt das 
Nachweissystem. So lassen sich in Kaninchen Anti- 
körper gegen verschiedene Zielproteine herstellen. 
Der zweite Antikörper, der die Antikörper aus Ka- 
ninchen erkennt, kann aus Schafen stammen. Man 
nennt sie sekundäre Antikörper, und sie tragen bei- 
spielsweise die Bezeichnung sheep anti-rabbit. Der 
sekundäre Antikörper trägt das Nachweissystem, 
und da er jeden Antikörper erkennt, der in Kanin- 
chen hergestellt wurde, muss er nicht für jedes neue 
Zielprotein angepasst und neu synthetisiert werden. 
Es ist daher möglich, für jeden Assay den gleichen 
sekundären Antikörper zu verwenden, selbst wenn 
die primären Antikörper spezifisch für verschiedene 
Proteine sind. 
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6.15 Grundlagen eines ELISA-Assays 

Ein ELISA-Assay detektiert ein Protein, das in einer Vertie- 
fung einer Mikrotiterplatte gebunden ist, und quantifiziert 
dessen Menge. Der Anti-A-Antikörper ist, an ein Enzym wie 
die Alkalische Phosphatase gekoppelt. Er erkennt nur das 
orangefarbene Protein und nicht das grüne. a Nachdem der 
Antikörper an das Zielmolekül gebunden hat, werden unge- 
bundene Antikörpermoleküle von der Platte gewaschen. 

b In jede Vertiefung wird ein Substrat der Alkalischen Phos- 
phatase gegeben (c), das durch das Enzym in ein farbiges, 
kolorimetrisch nachweisbares Produkt gespalten wird (d). 
Die Farbintensität ist proportional zur Proteinmenge. 


In ELISA-Assays werden Antikörper eingesetzt, um 
die relative Konzentration des Zielproteins oder Anti- 
gens in einer Probe zu ermitteln. 

Der primäre Antikörper ist der Antikörper, der das 
Zielprotein oder Antigen erkennt. Der sekundäre An- 
tikörper erkennt einen Antikörper, der in Schaf, Kuh, 
Kaninchen, Ziege oder Maus synthetisiert wurde. 


Der ELISA als Werkzeug 
zur Diagnose 


Der ELISA wird in vielen verschiedenen Bereichen 
eingesetzt. Für die klinische Diagnose von Erkran- 
kungen des Menschen, Erkrankungen bei Milchkü- 
hen und Geflügel und sogar für Pflanzenkrankheiten 
sind diagnostische Kits im Einsatz. Die Kits sind so 
einfach zu verwenden, dass dafür meist keine La- 
borausstattung notwendig ist und die Anwendung 
weniger als fünf Minuten dauert. Wird ein ELISA-Kit 
für den Nachweis einer Pflanzenkrankheit eingesetzt, 
wird ein Blatt zunächst zerdrückt und der Blattbrei 
auf den Antikörper gegeben. Bindet das gewebespe- 
zifische Antigen an den Antikörper, dann verfärbt 
sich das Feld mit dem Antikörper blau. Bei klini- 
schen Anwendungen vermögen ELISA-Kits winzige 
Mengen eines pathogenen Virus oder Bakteriums 
nachzuweisen, noch bevor das Pathogen den Körper 
schädigen konnte. ELISA-Kits für klinische Anwen- 
dungen weisen verschiedene, für eine Erkrankung 
typische Proteine nach. Bei bestimmten Krankheiten 
kennzeichnen charakteristische Proteine den Beginn, 
lange noch bevor der Patient Symptome entwickelt. 
Der Nachweis solcher Markermoleküle unterstützt 
die Diagnose und die Krankheit kann noch vor dem 
Auftreten massiver Schäden behandelt werden. 

Der diagnostische Einsatz des ELISAs ist sogar 
für den Hausgebrauch geeignet. Schwangerschaftstests 
sind einfache ELISA-Assays, die das humane Chori- 
ongonadotropin (hCG) nachweisen. Dabei handelt 
es sich um ein Protein, das von der Plazenta gebildet 
und in den Blutstrom und den Urin der Schwan- 
geren sekretiert wird. Der Schwangerschaftstest hat 
vier wichtige Merkmale (Abb. 6.16). Erstens befindet 
sich der gesamt Test auf einem Papierstreifen, durch 
den der Urin von einem Ende zum anderen geso- 
gen wird. Der Streifen ist in drei Bereiche unterteilt: 
eine Region, in der der Anti-hCG-Antikörper locker 
an das Papier gebunden ist, eine zweite Region, die 
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6.16 Schwangerschaftstests sind diagnostische Werkzeuge auf Basis eines ELISAs 

Der hier dargestellte Schwangerschaftstest unterteilt sich in vier Felder. Urin oder Blut werden auf dem am weitesten 
links liegenden Punkt aufgetragen und nach rechts durch das Papier gesogen. Enthält der Urin hCG, dann bindet das Mo- 
lekül an seinen Antikörper und wandert als Komplex im Papier. Im nächsten Feld befindet sich der sekundäre Antikörper, 
der nur den Komplex aus hCG und primärem Antikörper erkennt und in Form eines Pluszeichens auf dem Papier fixiert 
ist. Bindet der Komplex an den sekundären Antikörper, verfärbt sich das Nachweissystem blau. Im letzten Feld ist ein 
anderer sekundärer Antikörper fixiert, der den primären ohne hCG erkennt. Dies ist eine Positivkontrolle, um sicherzustel- 
len, dass der Antikörper tatsächlich freigesetzt und mit dem Urin durch das Papier gesogen wurde. 


als Schwangerschaftsfenster bezeichnet wird, und 
schließlich ein Kontrollfenster. Wenn der Urin von 
dem Papierstreifen aufgenommen wird, binden die 
im Fall einer Schwangerschaft vorhandenen hCG- 
Moleküle an Anti-hCG-Antikörper und bilden einen 
Komplex. Dieser Komplex wird dann durch das Papier 
gesogen. Liegt keine Schwangerschaft vor, wandert nur 
der Anti-hCG-Antikörper durch das Papier. (Auch 
bei einer Schwangerschaft wandern nichtkomplexierte 
Anti-hCG-Antikörper, denn der Antikörper liegt im 
Vergleich zum hCG-Molekül im Überschuss vor.) Der 
Anti-hCG/hCG-Komplex (bei einer Schwangerschaft) 
erreicht das Schwangerschaftsfenster, wo er an den se- 
kundären Antikörper 1 bindet. Dieser ist bei manchen 
Tests in Form eines „+“ auf dem Papier fixiert und 
diffundiert nicht. Er ist mit einem Nachweissystem 


gekoppelt. Durch die Bindung des Komplexes an den 
sekundären Antikörper wird ein Farbstoff freigesetzt, 
und das Pluszeichen wird sichtbar. Das Kontrollfenster 
enthält den sekundären Antikörper 2. Dieser erkennt 
nur den Anti-hCG-Antikörper, der nicht an hCG ge- 
bunden ist. Hier findet unabhängig von einer Schwan- 
gerschaft eine Farbreaktion statt. 


Der ELISA stellt ein vielseitiges und leistungsfä- 
higes Werkzeug für die Diagnose dar, weil gegen 
nahezu jedes Protein Antikörper hergestellt werden 
können. Bei einem Schwangerschaftstest binden 
hCG-Moleküle aus dem Urin an Anti-hCG-Antikör- 
per, die wiederum an einen immobilisierten sekun- 
dären Antikörper binden, an den ein Nachweissys- 
tem gekoppelt ist. 
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Mithilfe von Antikörpern lässt sich auch ein bestimm- 
tes Protein in der Zelle sichtbar machen. Durch die 
Immuncytochemie werden Antigene in kultivierten 
Zellen spezifisch lokalisiert. Die Immunhistoche- 
mie untersucht dagegen Gewebeschnitte. Der erste 
Schritt ist bei beiden Verfahren die Präparation der 
Zellen. Damit ihre zelluläre Struktur nicht verlo- 
ren geht, müssen sie besonders behandelt werden. 


Markierung mit einem fluo- 
reszierenden Antikörper 
Die Colokalisierung von Streptococ- 
cus pneumoniae und membranspezifi- 
schen Antigenen in Gewebeschnitten 
des Mausgehirns mithilfe eines 
konfokalen Lasermikroskops bei 
63facher VergroBerung. Die Bakte- 
rien exprimieren GFP und erscheinen 
grin. Alle drei Antigene wurden 
durch einen rot fluoreszierenden 
Farbstoff getrennt voneinander sicht- 
bar gemacht. Gelbe Bereiche zeigen 
an, dass Bakterien und membran- 
spezifische Antigene an der gleichen 
Stelle lokalisiert sind. Auf der linken 
Seite handelt es sich um Gewebe 
von Wildtypmäusen, auf der rechten 
Seite um solches von Mäusen, de- 
nen der toll like-Rezeptor 2 fehlt. a 
GLT 1v-gefarbte Epithelzellen des Ple- 
xus choroideus im Gehirn. b Dritter 
Ventrikel mit infiltrierenden, Gr-1-ge- 
farbten Granulocyten. (Kleines Bild: 
3-D-Aufnahme von Bakterien, die von 
Granulocyten aufgenommen wurden.) 
c Dritter Ventrikel und GFAP-gefarbte 
Astrocyten. Aus Echchannaoui et al 
(2005) Regulation of Streptococcus 
pneumoniae distribution by Toll-like 
receptor 2 in vivo. Immunobiology 
210: 229-236. Nachdruck mit 
freundlicher Genehmigung. 


Dass Struktur und Gestalt der lebenden Zellen wah- 
rend der Praparation erhalten bleiben, erreicht man 
durch den Einsatz quervernetzender Chemikalien 
wie Formaldehyd oder denaturierender Agenzien wie 
Aceton oder Methanol. In der Immunhistochemie 
können auch tiefgefrorene Gewebeproben verwendet 
werden, die in dünne Scheiben mit einer Dicke von 
etwa 4nm geschnitten, ein zweidimensionales Bild 
einer Zelle ergeben. Eine weitere Möglichkeit ist, die 
Gewebeprobe in Paraffin einzubetten. Dabei werden 
die Zellen durch eine Reihe alkoholischer Lösungen 
zunächst entwässert und dann mit dem Wachs be- 
handelt. Es folgt der Dünnschnitt wie bei dem gefro- 
renen Gewebe. 
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Die konservierten und wasserabweisenden 
Schnitte müssen anschließend behandelt werden, da- 
mit das Antigen für den Antikörper zugänglich wird. 
Sind die Schnitte in Paraffin eingebettet, werden sie 
entwachst und rehydriert. Fixierte Gewebeschnitte 
können mit Mikrowellen behandelt werden, die die 
Quervernetzungen des Fixativs wieder lösen, oder 
die Proben werden unter Druck erhitzt. Nach diesem 
Permeabilisierungsschritt kann der primäre Antikör- 
per das Antigen in der Probe binden. Das Nachweis- 
system ist an den sekundären Antikörper gekoppelt. 
Dieser bindet an den Komplex aus primärem Anti- 
körper und Antigen, und schließlich gibt man die 
entsprechenden Reagenzien hinzu, um den Komplex 
sichtbar zu machen und zu lokalisieren. (In manchen 
Fällen wird auch ein primärer Antikörper eingesetzt, 
an den ein Nachweissystem gekoppelt ist.) 

Der Antikörper wird durch Enzyme oder einen 
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen. Ein 
vielfach verwendetes, enzymvermitteltes Nachweis- 
verfahren nutzt die Alkalische Phosphatase, die auch 
bei einem ELISA eingesetzt wird (s. Abb. 6.15). Flu- 
oreszenzmarkierte Antikörper müssen mit UV-Licht 
angeregt werden, woraufhin der Fluoreszenzfarbstoff 
Licht einer höheren Wellenlänge emittiert. Die Pro- 
ben lassen sich mit dem Mikroskop, das eine UV- 
Lampe besitzt, untersuchen (Abb. 6.17). Unter starker 
UV-Strahlung neigt der Fluoreszenzfarbstoff jedoch 
zum Ausbleichen. Daher ist am Mikroskop eine Ka- 
mera montiert, die Bilder aufnimmt und digitalisiert. 


Bei Immuncytochemie und Immunhistochemie 
werden primäre Antikörper eingesetzt, die an ein 
spezifisches zelluläres Zielprotein binden, sodass 
es sich innerhalb der Zelle lokalisieren lässt. Der 
primäre Antikörper wird mithilfe eines sekundären 
Antikörpers und eines daran gekoppelten Nach- 
weissystems sichtbar gemacht. 


Fluoreszenzaktivierte 
Zellsortierung 


Wie im vergangenen Abschnitt beschrieben, lassen 
sich fluoreszenzmarkierte Antikörper nutzen, um int- 
razelluläre Proteine zu lokalisieren. Diese Antikörper 
binden jedoch auch Oberflächenantigene. Viele Zel- 
len des Immunsystems tragen spezifische Antigene 
auf ihrer Oberfläche und unterscheiden sich so vonei- 


nander. Auf der Oberfläche einer Immunzelle können 
sich über 100000 Antigenmoleküle befinden. Diese 
Oberflächenantigene charakterisieren die verschie- 
denen Typen von Immunzellen und bilden unter- 
schiedliche Differenzierungscluster, von denen jeder, 
in der Reihenfolge der Entdeckung, eine Nummer 
erhielt (engl. cluster of differentiation antigen, CD- 
Antigen). Die Antigene wurden meist entdeckt, bevor 
ihre physiologische Funktion bekannt wurde. So sind 
die CD4-Antigene mit T-Helferzellen assoziiert und 
CD8 mit T-Killerzellen. Mittlerweile stehen monoklo- 
nale Antikörper zur Verfügung, mit denen sich viele 
verschiedene CD-Antigene markieren lassen. 

Die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl. 
fluorescence activated cell sorting, FACS) ist ein Ver- 
fahren fiir die Auftrennung von Zellen eines Gemi- 
sches anhand ihrer Oberflachenantigene (Abb. 6.18). 
Da der Antikörper an die Außenseite der Zelle bin- 
det, muss diese nicht wie oben beschrieben prapariert 
werden. In diesem Beispiel lassen sich T-Helferzellen 
und T-Killerzellen von anderen weißen Blutzellen 
trennen, da auf ihrer Oberfläche CD4 bzw. CD8 ex- 
primiert werden. Zunächst wird die Zellsuspension 
mit monoklonalen Antikörpern gegen die gewünsch- 
ten Oberflächenantigene markiert. In diesem Bei- 
spiel sind es Antikörper gegen CD4 und CD8, an die 
jeweils ein anderer Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. 
Die auf diese Weise markierte Zellsuspension wird in 
ein Probengefäß gegeben und elektrisch aufgeladen. 
Unter Druck treten durch eine Düse am Boden des 
Gefäßes Flüssigkeitstropfen aus, die jeweils nur eine 
Zelle enthalten. Die Tropfen passieren einen Laser- 
strahl, der den Fluoreszenzfarbstoff anregt. Ein Flu- 
oreszenzdetektor misst das Fluoreszenzlicht und die 
Signale werden elektronisch weiterverarbeitet. Die 
Tropfen passieren zwei Ablenkplatten, die sie, je nach 
Farbe der Fluoreszenz, in eines der Sammelgefäße 
ablenken. Enthält der Tropfen kein Antigen, dann 
wird er auch nicht abgelenkt. In der Regel verwendet 
man zwei verschiedene Antikörper, doch einige neu- 
ere FACS-Geräte binden bis zu 12 unterschiedliche, 
fluoreszenzmarkierte Antikörper und sortieren bis 
zu 300000 Zellen pro Sekunde. 

Durchflusscytometrie ist ein ähnliches Verfah- 
ren für die Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen. 
Wie bei FACS werden die Zellen mit monoklonalen 
Antikörpern gegen Oberflächenantigene markiert. 
Die Antikörper sind mit einer Vielzahl unterschied- 
licher Fluoreszenzfarbstoffe konjugiert, und jeder 
Antikörper wird anhand seiner Fluoreszenz nach- 
gewiesen. Die Zellen werden elektrisch aufgeladen 
und in kleinen Tröpfchen getrennt. Bei der Durch- 
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6.18 Mithilfe von FACS lassen 
sich CD4*- und CD8*-Zellen von- 


einander trennen Wad >> computer 
FACS-Geräte können fluoreszenz- LD 


markierte Zellen voneinander 

trennen. In diesem Beispiel handelt 

es sich um ein Gemisch aus CD4*-, 

CD8*- und nichtmarkierten Zellen. (6) 

Registriert der Fluoreszenzdetektor © | of +) €— Ablenkplatten 
eine grüne Fluoreszenz, dann zie- 

hen die geladenen Ablenkplatten 
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den Tropfen nach rechts, wo er i A 
ebenfalls in einem Gefäß aufgefan- De are 
gen wird. 
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6.19 Daten einer Durchfluss- kein Peptid + CMV-A2-Peptid 
cytometrie 

Die Expression von Proteinen auf 
der Oberfläche von weißen Blut- 
zellen. Weiße Blutzellen werden 
mit einem MHC-Klasse-I-Tetramer 
und einem Anti-CD 107-Antikör- 
per, an den APC (Allophycocya- 
nin, blau) gekoppelt ist, gefärbt 
und wie folgt behandelt: (Links) 
Färbung mit Anti-CD3, markiert 
mit Phycoerythrin (rot) und Anti- 
CD8, markiert mit Peridininchlo- 
rophyllprotein (grün); Analyse 
ohne weitere Inkubation. (Rechts) 
Färbung nach Stimulation mit CD107a/b-APC 

dem spezifischen Peptid (NLV- 

PMVATV). Aus: Betts et al (2003) Sensitive and viable identification of antigen-specific CD8* T cells by a flow cytometric 
assay for degranulation. J /mmunol Methods 281: 65-78. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung. 


CMV-A2-Tetramer PE 
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flusscytometrie werden sie jedoch nicht sortiert und 
gesammelt; stattdessen wird die Probe gemessen und 
dann verworfen. Passieren die Zellen den Detektor, 
wird die Fluoreszenz registriert und ein Computer 
stellt die Zahl der Zellen mit einem bestimmten Flu- 
oreszenzsignal in einer Grafik dar, in der jeder Punkt 
eine Zelle repräsentiert (Abb. 6.19). 


Bei FACS und Durchflusscytometrie werden mo- 
noklonale Antikörper gegen Oberflächenantigene 
eingesetzt. Das FACS-Gerät sortiert die Zellen und 
sammelt sie in getrennten Gefäßen. Bei der Durch- 
flusscytometrie wird die Fluoreszenzmarkierung 
registriert und das Ergebnis grafisch dargestellt. 


Immunologisches 
Gedächtnis und Impfung 


Individuen, die eine Infektion durchmachen, werden 
in der Regel immun gegen diesen speziellen Erre- 
ger, nicht jedoch gegen Erreger anderer Infektions- 
krankheiten. Der Grund dafür ist, dass sich das Im- 
munsystem an die fremden Antigene „erinnert“, ein 
Prozess, den man als immunologisches Gedächtnis 
bezeichnet. Begegnet das Individuum dem Antigen 
ein weiteres Mal, wird die Abwehrreaktion schneller 
aktiviert und sie ist aggressiver als bei der ersten 
Infektion. Eindringende Mikroorganismen werden 
dadurch in der Regel erfolgreich bekämpft, bevor 
Krankheitssymptome auftreten. 

Das immunologische Gedächtnis beruht auf spe- 
zialisierten B-Zellen, die man als Gedächtniszellen 
bezeichnet. Wie bereits beschrieben, beginnen naive 
B-Zellen sich zu teilen, wenn ein Antigen, dem sie 
begegnen, an die von ihnen präsentierten Antikörper 
bindet. Die meisten der neuen B-Zellen sind auf die 
Antikörpersynthese spezialisiert und leben nur ein 
paar Tage. Einige wenige aktive Zellen werden jedoch 
zu Gedächtniszellen umgewandelt, und statt Anti- 
körper zu produzieren verharren sie in einem Ruhe- 
zustand. Begegnen sie irgendwann dem Antigen, das 
sie erkennen, ein zweites Mal, gehen die meisten B- 
Zellen sehr schnell zur Antikörperproduktion über. 

Impfungen machen sich das immunologische 
Gedächtnis zunutze. Impfstoffe bestehen aus ver- 
schiedenen Derivaten von infektiösen Agenzien, die 
keine Krankheiten verursachen können, jedoch im- 
mer noch als Antigene fungieren können, d.h., sie 


induzieren die Immunantwort. So werden z.B. durch 
Hitze abgetötete Bakterien eingesetzt. Die Antigene 
auf den toten Bakterien stimulieren immer noch die 
Teilung der B-Zellen. Einige der B-Zellen werden zu 
Gedächtniszellen, sodass das Immunsystem bereits 
vorbereitet ist, wenn die dem Impfstoff entsprechen- 
den, lebenden Keime das geimpfte Individuum zu 
einem späteren Zeitpunkt angreifen. 


Herstellung eines Impfstoffes 


Die Herstellung von Impfstoffen macht einen Groß- 
teil der biotechnologischen Industrie aus und hat 
große Bedeutung für unser Gesundheitssystem. Da- 
her wird viel Geld in die Forschung investiert, um 
neue und bessere Impfstoffe zu finden. Viele Impf- 
stoffe werden bereits Babys verabreicht; daher sind 
ihre Sicherheit und Wirksamkeit außerordentlich 
wichtig. Für die Entwicklung von Impfstoffen gibt es 
viele unterschiedliche Methoden. 

Die meisten Impfstoffe bestehen einfach aus dem 
infektiösen Agens, das durch Hitze oder über chemi- 
sche Verfahren denaturiert wurde. Diese Behandlung 
inaktiviert das Virus oder das Bakterium, sodass es 
keine Symptome mehr hervorrufen kann. Die ur- 
sprüngliche Struktur bleibt jedoch ausreichend gut 
erhalten, um die Immunantwort auszulösen. Infiziert 
das lebende Agens anschließend die geimpfte Per- 
son, dann werden B-Gedächtniszellen aktiviert, und 
die Krankheit wird supprimiert. Diese Vollimpfstoffe 
lösen die stärksten Immunantworten aus, doch viele 
Krankheitserreger lassen sich nicht isolieren oder 
kultivieren, um solche Impfstoffe gewinnen zu kön- 
nen. Die Kosten für die Kultivierung des Pathogens 
sind außerdem unerschwinglich hoch, und die An- 
zucht von lebenden Viren ist für die damit betrauten 
Menschen nicht ungefährlich. Diese Aspekte führten 
zu verschiedenen Strategien für die Entwicklung bes- 
serer und leichter handhabbarer Impfstoffe. 

Abgeschwächte (attenuierte) Impfstoffe ent- 
halten lebende Krankheitserreger, die das krank- 
heitsverursachende Toxin oder Protein nicht mehr 
synthetisieren (Abb. 6.20). Manchmal werden Viren 
oder Bakterien gentechnisch verändert und die Gene 
entfernt, die zu den Symptomen führen. Bei ande- 
ren abgeschwächten Impfstoffen handelt es sich um 
nichtpathogene Stämme, die mit dem infektiösen 
Agens verwandt sind (s. Exkurs 6.1). Die Herstellung 
abgeschwächter Viren birgt auch nicht solche Risiken 
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6.20 Zu den Vollimpfstoffen gehören abgetötete und abgeschwächte Pathogene 


a Hitze oder eine chemische Behandlung tötet Pathogene ab, doch die verbleibenden intakten Antigene reichen aus, um 
eine Immunantwort auszulösen. Nach dem ersten Kontakt mit einem toten Virus oder Bakterium werden B-Gedächtniszel- 
len gebildet. Sie hindern ein lebendes Pathogen daran, die geimpfte Person erfolgreich zu infizieren und krank zu machen. 
b Abgeschwächte Viren oder Bakterien wurden mutiert oder gentechnisch verändert, um die Gene zu entfernen, die für 
das Auslösen der Krankheit verantwortlich sind. Das Immunsystem bildet Antikörper gegen das abgeschwächte Pathogen 


und auch hier entstehen B-Gedächtniszellen, die in Zukunft eine Infektion verhindern. 


Exkurs 6.1 


Kuhpocken und Pocken 


Eine Infektion mit Kuhpocken ruft nur schwache Krank- 
heitssymptome hervor, verleiht jedoch Immunität gegen 
die häufig tödlichen Pocken. Im Mittelalter erkrankte ein 


erheblicher Teil der Bevölkerung an Pocken. Etwa 20 bis 
30% der erkrankten Menschen starben, und die überle- 
benden waren durch Pockennarben in ihren Gesichtern 
entstellt. Melkerinnen litten nur selten an dieser Krank- 
heit, da sie bereits an Kuhpocken erkrankten. Diese 


Frauen waren daher nur selten von Narben gezeichnet 
und waren wegen ihrer Schönheit und reinen Haut sehr 
angesehen. Diese Tatsache führte schließlich zu Edward 
Jenners klassischen Experimenten, bei denen er Kinder 
mit Kuhpocken impfte und zeigte, dass eine solche Be- 
handlung vor einer Infektion mit Pocken schützt. Die Be- 
zeichnung „Vakzinierung“ (Synonym für Impfung) stammt 
von dem lateinischen Begriff vacca für Kuh ab. 
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wie die Kultivierung der pathogenen Erreger. Doch 
nur über eine aufwendige Forschung lassen sich die 
Gene identifizieren, die für die Krankheit tatsächlich 
verantwortlich sind. Ein weiterer Nachteil eines abge- 
schwächten Virus kann die Mutation in Richtung der 
pathogenen Ausgangsform sein, insbesondere, wenn 
das abgeschwächte Virus in nur einem krankheits- 
verursachenden Gen mutiert ist. 

Spaltimpfstoffe (engl. subunit vaccines) sind 
Impfstoffe, die nur einen Bestandteil des krankheits- 
verursachenden Agens enthalten und nicht den ge- 
samten Erreger (Abb. 6.21). Spaltimpfstoffe stehen 
nur aufgrund der Fortschritte in der DNA-Rekombi- 
nationstechnologie zur Verfügung. Der erste Schritt 
bei der Herstellung eines Spaltimpfstoffes ist die Iden- 
tifizierung eines Proteins oder Proteinbereichs, der 
eine ausreichend starke Immunantwort auslöst. Pro- 
teine aus dem Inneren des Pathogens würden das Im- 
munsystem im Falle einer Infektion nicht aktivieren. 
Daher werden die meisten Spaltimpfstoffe aus Pro- 
teinen hergestellt, die sich auf der Oberfläche eines 
Virus oder eines Bakteriums befinden. Das jeweilige 
Protein, das für die Herstellung eines Spaltimpfstof- 
fes ausgewählt wurde, wird analysiert und evaluiert. 
Sobald ein geeignetes Protein entdeckt ist, wird es in 
Säugerzellen, Eiern oder einem anderen, leicht hand- 
habbaren System exprimiert. Das Zielprotein wird 
isoliert, von den anderen Proteinen abgetrennt und 
anschließend für die Immunisierung von Mäusen ver- 
wendet, um seine Leistungsfähigkeit zu testen. Nach 
ausgiebigen Testreihen an Tieren wird das gereinigte 
Protein schließlich als Impfstoff eingesetzt. 

Gelegentlich verfehlen Spaltimpfstoffe ihre Wir- 
kung, möglicherweise weil das Protein nicht korrekt 
gefaltet wird, wenn es in Säugerzellen oder Eiern ex- 
primiert wird. In diesen Fällen werden Peptidimpf- 
stoffe hergestellt. Diese Impfstoffe bestehen nur aus 
einem kleinen Bereich des Proteins. Da die Peptide 
sehr klein sind, werden sie mit einem Carrier oder 
Adjuvans konjugiert (Abb. 6.22). Diese reichen von 
nichtpathogenen Viren oder Bakterien bis hin zu 
anderen Proteinen, die selbst eine stärkere Immun- 
antwort hervorrufen, als das Protein, das eigentlich 
die Immunantwort auslöst. 


Als Impfstoffe werden abgetötete Pathogene, abge- 
schwächte Pathogene, einzelne Proteine oder Epi- 
tope eines krankheitsverursachenden Pathogens 
verwendet. Diese werden isoliert und dem Men- 
schen injiziert, um die Immunantwort auszulösen 
ohne Krankheitssymptome zu verursachen. 
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6.21 Spaltimpfstoffe beruhen auf einem einzelnen 
Antigen 

Aus einem Pathogen wird ein einzelnes antigenes Protein 
isoliert und das entsprechende Gen in einen Expressions- 
vektor kloniert. Das Gen wird in Säugerzellkulturen (wie 
den Ovarzellen des chinesischen Streifenhamsters; CHO- 
Zellen) exprimiert, das Protein wird isoliert, gereinigt und 
als Impfstoff eingesetzt. 
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6.22 Peptidimpfstoffe werden mit Carrierproteinen 
konjugiert 

Peptidimpfstoffe sind kleine Abschnitte eines antigenen 
Proteins aus einem Pathogen. Das Peptid ist häufig ein 
Epitop, das eine starke Immunantwort auslöst. Da das 
Peptid sehr klein ist, werden viele Peptide mit einem Car- 
rierprotein konjugiert, um einen Abbau zu verhindern und 
das Immunsystem zu stimulieren. 


Herstellung von Vektor- 
impfstoffen durch homologe 
Rekombination 


Eine weitere Möglichkeit, ein fremdes Antigen so zu 
präsentieren, dass es als Impfstoff dienen kann, ist der 
Vektorimpfstoff. Durch den Einsatz gentechnischer 
Verfahren wird ein krankheitsverursachendes Antigen 
auf der Oberfläche eines nichtpathogenen Virus oder 
Bakteriums exprimiert. Infiziert dieses Pathogen eine 
Person, dann wird eine Immunantwort sowohl ge- 
gen den nichtpathogenen Mikroorganismus als auch 
gegen das daran gekoppelte Antigen induziert. So ist 
das Vaccinia-Virus ein nichtpathogener Verwandter 
des Pockenvirus. Der Einsatz des Vaccinia-Virus ist so 
effizient, dass die Pocken heute als ausgerottet gelten. 
Würde das Vaccinia-Virus so verändert, dass es ein 
Antigen eines anderen tödlichen Virus exprimiert, 
dann wäre die geimpfte Person gegen Pocken und 
gleichzeitig auch gegen das andere Virus immun. 
Es lassen sich viele Gene in ein Virus einbauen, die 
Resistenz gegen verschiedene Infektionskrankheiten 
verleihen. Der Vorteil des Vaccinia-Virus ist, dass es 
sehr potent ist und die Entwicklung von B- und T- 
Zellen stimuliert. Im Gegensatz dazu aktivieren viele 
andere Impfstoffe, insbesondere die Spaltimpfstoffe, 
ausschließlich die B-Zell-Reaktion. 

Der Einbau von Genen in das Vaccinia-Genom 
ist kompliziert, weil das Genom nur sehr wenige Re- 
striktionsschnittstellen besitzt. Die Sequenz des Ge- 
noms ist jedoch bekannt. Daher ist es möglich, Gene 
durch homologe Rekombination hinzuzufügen 
(Abb. 6.23). Bei der homologen Rekombination la- 
gern sich zwei Abschnitte ähnlicher oder homologer 
DNA aneinander, ein Strang jeder DNA-Helix wird 
gespalten und in einem Crossing-over ausgetauscht. 
Ein einzelnes Crossing-over führt zu einem Hybrid- 
molekül; treten zwei Crossing-over nahe beieinander 
auf, dann werden große Bereiche der DNA aus- 
getauscht. Während der homologen Rekombination 
von Vaccinia, entsteht zunächst in der hinzutreten- 
den neuen DNA durch einen Doppelstrangbruch ein 
Bereich einzelsträngiger DNA. Der einzelsträngige 
Abschnitt dringt in die Doppelhelix des Vaccinia- 
Genoms ein, und es bildet sich eine Dreifachhelix. 
Einer der Stränge aus Vaccinia liegt nun frei und 
hybridisiert mit dem homologen einzelsträngigen 
Abschnitt des hinzutretenden Gens. Findet dieser 
Vorgang an beiden Seiten statt, wird das fremde Gen 
in das Vaccinia-Genom eingebaut. 
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Verandert man ein harmloses Virus oder Bakterium 
so, dass es ein Protein eines krankheitsverursa- 
chenden Pathogens auf seiner Oberflache expri- 
miert, wird das Immunsystem bei einer Impfung 
Antikörper gegen das Pathogen synthetisieren. 


Reverse Impfstoff- 
entwicklung 


Mittlerweile wurden die Genome von vielen infekti- 
ösen Agenzien sequenziert. Die reverse Impfstoff- 
entwicklung nutzt die zur Verfügung stehenden 
Sequenzinformationen, um neue Antigene für die 
Impfung zu finden (Abb. 6.24). Die Erforschung be- 
ginnt mit der Klonierung jedes Gens aus einem in- 
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6.23 Das Vaccinia-Genom er- 
hält durch homologe Rekombi- 
nation neue Gene 

Das Plasmid enthält zwei Ab- 
schnitte, die zu dem viralen Gen 
für die Thymidin-Kinase homolog 
sind und den Bereich des klonier- 
ten Gens für das Antigen flankie- 
ren. Lagert sich das Plasmid an 
das Vaccinia-Genom, dann rekom- 
binieren die homologen Bereiche. 
Das rekombinante Vaccinia-Ge- 
nom trägt anschließend das klo- 
nierte Gen des Antigens, das Gen 
für die Thymidin-Kinase fehlt. 


fektiösen Organismus und der Herstellung einer Ex- 
pressionsbibliothek. Alle Proteine werden exprimiert, 
isoliert, gereinigt und anschließend in Mäusen auf 
die Auslösung einer Immunantwort hin überprüft. 
Die Proteine werden hinsichtlich der Stimulierung 
des Immunsystems und der Fähigkeit, die Mäuse 
vor einer Infektion durch das tatsächlich infektiöse 
Agens zu schützen, getestet. Proteine, die die stärkste 
Reaktion auslösen, sind entweder die Basis für einen 
Spaltimpfstoff oder werden als eigene Impfstoffe ein- 
gesetzt. 

Mithilfe der reversen Impfstoffentwicklung ent- 
wickelte man einen Impfstoff gegen Neisseria me- 
ningitidis Serotyp B, den wichtigsten Auslöser für 
die eitrige Hirnhautentzündung bei Kindern. Ab- 
geschwächte Bakterien waren als Impfstoffe nicht 
geeignet und bis zur Sequenzierung des N. menin- 
gitidis-Genoms war kein Impfstoff verfügbar. In E. 
coli wurde eine Bibliothek aus 350 verschiedenen N. 
meningitidis-Proteinen exprimiert und die Proteine 
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6.24 Reverse Impfstoffentwicklung 

Die reverse Impfstoffentwicklung nutzt die Gene, die im 
Genom des pathogenen Agens identifiziert wurden. Diese 
Gene werden zunächst in Expressionsvektoren kloniert und 
exprimiert. Jedes der so synthetisierten Proteine wird in 
einer Maus auf das Auslösen einer Immunreaktion geprüft. 


isoliert. Mithilfe der FACS- und ELISA-Technologie 
wurden diese Moleküle auf ihre Anwesenheit auf 
der Oberfläche der Bakterien überprüft. Oberflä- 
chenproteine wurden anschließend daraufhin ge- 
testet, inwiefern sie das Immunsystem effizient ak- 
tivieren. Von den 350 geprüften Proteinen blieben 
nur 29 als potenzielle Kandidaten übrig und werden 
zurzeit zu Impfstoffen entwickelt. Ohne die geno- 
mische Sequenz des Erregers wäre die Entwicklung 
von Impfstoffen häufig nicht möglich, doch nun 
lassen sich neue aufkommende Infektionskrank- 
heiten analysieren und leistungsfähige Impfstoffe 
entwickeln. 


Die reverse Impfstoffentwicklung nutzt exprimierte 
genomische Sequenzen für die Herstellung neuer 
Impfstoffe. Konventionelle Impfstoffe werden unter 
Verwendung der pathogenen Organismen konstru- 
iert. Die Bezeichnung „revers“ bezieht sich auf den 
Einsatz von exprimierter DNA statt der Verwendung 
gereinigter Proteine aus dem Organismus. 


Identifizierung neuer 
Antigene für Impfstoffe 


Ein weiterer Ansatz zur Herstellung neuer Impf- 
stoffe ist die Identifizierung von Genen bakterieller 
Pathogene, die exprimiert werden, wenn das Patho- 
gen in den Wirt eindringt. Diese Gene codieren in 
der Regel Proteine, die sich von den Oberflächen- 
antigenen unterscheiden. Ihre Expression führt zu 
einer Reihe von Anpassungen des Pathogens, die 
das Überleben im Wirtsorganismus sichern. Bakte- 
rien, die in ein Tier eindringen, werden in der Regel 
durch Phagocyten aufgenommen und von Enzymen 
des Lysosoms verdaut. Einige Pathogene werden wie 
gewöhnlich aufgenommen, doch sie entgehen einem 
Verdau. Zu den Modifikationen, die für ein intra- 
zelluläres Leben notwendig sind, gehören z.B. die 
Veränderung der Nährstoffe und des Stoffwechsels 
und die Etablierung von Mechanismen, die gegen 
Abwehrreaktionen des Wirtsorganismus schützen. 
Viele verschiedene Gentypen sind für diese Um- 
stellung erforderlich, und die Produkte dieser Gene 
sind potenzielle Antigene für die Entwicklung von 
Impfstoffen. 

Die Identifizierung von Genen, die nur im Wirts- 
organismus exprimiert werden, beruht in der Regel 
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auf Genfusionen. Die mutmaßlichen Genkandida- 
ten werden mit einem Reportergen fusioniert, wie 
dem Gen für die B-Galactosidase, die Luciferase oder 
das grün fluoreszierende Protein (GFP). Sie können 
auch an Epitop-Tags gekoppelt werden, wie FLAG 
oder myc (s.Kap.9). Das fusionierte Gen wird in 
den pathogenen Organismus eingeschleust, der an- 
schließend den Wirt infiziert. Die Expressionsstärke 
des Reportergens korreliert mit der des Zielgens. 
Wird das Zielgen z.B. mit dem Gen für GFP fusio- 
niert, lässt sich die Stärke der Fluoreszenz mithilfe 
von Fluoreszenzmikroskopie oder fluoreszenzbasier- 
ter Durchflusscytometrie messen. Nimmt die Stärke 
der Fluoreszenz mit dem Ausmaß der Invasion in die 
Wirtszelle zu, dann ist das Zielgen ein potenzieller 
Impfstoffkandidat, weil es für die bakterielle Patho- 
genese möglicherweise wichtig ist. 


Einzelne Genfusionen sind für die Untersuchung 
von Kandidatengenen sinnvoll, doch für die Suche 
nach neuen Genen ist diese Methode nicht geeignet. 
Stattdessen bedient man sich der differenziellen 
Fluoreszenzinduktion (DFI), die eine Kombina- 
tion aus GFP-Fusion und FACS (s. oben) darstellt, 
um Gene zu identifizieren, die mit der Invasion in 
die Wirtszelle assoziiert sind (Abb. 6.25). Zunächst 
wird eine Bibliothek von Genen aus dem pathoge- 
nen Organismus mit GFP fusioniert. Die Bibliothek 
wird in Bakterienzellen transformiert, in denen die 
fusionierten Gene exprimiert werden. Die Bakte- 
rien werden anschließend einem Reiz ausgesetzt, 
der dem einer Invasion in die Wirtszelle ähnelt. So 
ändert sich z.B. der pH-Wert der Umgebung, wenn 
die Phagocyten die Bakterien aufnehmen, von neu- 
tral (pH 7) nach sauer (pH 4). Um zu ermitteln, ob 
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Überführung in Medium mit niedrigem pH-Wert 
und Abtrennung aller Zellen, die GFP exprimieren 


Überführung in Medium mit neutralem pH-Wert und 
Abtrennung aller Zellen, die GFP nicht exprimieren 
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Antigene für einen Impfstoff 
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zenzinduktion (DFI) 

Zunächst werden die Gene des 
interessierenden Pathogens im 
Leseraster mit dem GFP-Gen klo- 
niert. Die Fusionsproteine werden 
anschließend in Bakterien expri- 
miert. Nun säuert man das Me- 
dium, in dem sich die Bakterienpo- 
pulation befindet, an. Die Bakte- 
rien, die GFP exprimieren, werden 
isoliert. Diese Klone exprimieren 
GFP entweder konstitutiv, oder 
die Expression wurde durch den 
geringen pH-Wert induziert. Um 
die Klone zu isolieren, die nur bei 
geringem pH-Wert eine Expression 
zeigen, werden die grünen Zellen 
wieder in neutrales Medium über- 
führt. Dieses Mal werden nur die 
Zellen gesammelt, in denen die 
GFP-Expression nachlässt. Dieses 
Verfahren wird wiederholt, sodass 
am Ende ausschließlich solche 
Zellen übrig bleiben, deren Gene 
nur bei niedrigem pH-Wert expri- 
miert werden. 
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die Veränderung des pH-Wertes einen Einfluss auf 
die Genexpression hat, wird das Medium, in dem 
sich die Bakterien der Fusionsbibliothek befinden, 
angesäuert. Anschließend werden sie mithilfe von 
FACS sortiert und die Zellen gesammelt, die eine 
hohe GFP-Expression zeigen. Wird das mit GFP 
fusionierte Gen tatsächlich durch einen geringen 
pH-Wert induziert, dann sollte die GFP-Konzen- 
tration in der Zelle fallen, wenn diese wieder in ein 
neutrales Medium überführt wird. Daher wird der 
pH-Wert wieder auf pH 7 eingestellt und die Zel- 
len nochmals sortiert, doch dieses Mal werden die 
Bakterien gesammelt, die eine geringe Fluoreszenz 
zeigen. Der nun kleinere Pool an Bakterien wird 
nochmals durch einen niedrigen pH-Wert stimu- 
liert, sortiert, und wieder werden die Zellen mit ho- 
her GFP-Expression gesammelt. Durch dieses Ver- 
fahren lassen sich konstitutiv exprimierte Gene und 
auch Gene aussortieren, die durch einen geringen 
pH-Wert nicht induziert werden. Die übrigen Gene 
sind säureinduzierte Gene, durch deren Expression 
sich der Organismus an das Leben innerhalb des 
Wirtes anpasst. Die Produkte dieser Gene lassen sich 
nun auf ihre Eignung als Antigene für die Impfstoff- 
entwicklung testen. 

Ein weiteres Verfahren zur Identifizierung neuer 
Antigene für die Impfstoffentwicklung ist die in vivo- 
induzierte Antigentechnologie (IVIAT; Abb. 6.26). 
Dieses Verfahren nutzt das Serum von Patienten, 
die von dem Erreger infiziert wurden, gegen den der 
Impfstoff entwickelt werden soll. Das Serum ist reich 
an Antikérpern gegen das entsprechende infektidse 
Agens. Es wird mit einer Probe des krankheitsver- 
ursachenden Mikroorganismus gemischt. Dadurch 
werden Antikörper entfernt, die an Proteine binden, 
welche von dem Mikroorganismus exprimiert wer- 
den, während er sich außerhalb des Wirtes befindet. 
Im Pool bleiben Antikörper gegen Proteine, die nur 
während der Infektion gebildet werden. Um die Pro- 
teine zu identifizieren, an die diese Antikörper bin- 
den, stellt man eine genomische Expressionsbiblio- 
thek her, die alle Gene des Mikroorganismus enthält. 
Die Bibliothek wird in E. coli exprimiert und mit den 
verbleibenden Antikörpern im Pool getestet. Passt 
ein Antikörper auf einen Klon der Bibliothek, wird 
das entsprechende Fremdgen sequenziert, um das 
Antigen zu identifizieren. Dieses Verfahren erkennt 
die Proteinantigene, die die Antikörperproduktion 
während einer echten Infektion stimulieren, direkt; 
daher sind die auf diese Weise identifizierten Anti- 
gene mit hoher Wahrscheinlichkeit auch Kandidaten 
für die Impfstoffentwicklung. 


Pathogene müssen ihren Stoffwechsel verändern, 
wenn sie sich von einem freilebenden Organismus 
zu einem Organismus entwickeln, der in einem 
Wirt lebt. Die Proteine, die das Pathogen bei dieser 
Anpassung unterstützen, sind Kandidaten für die 
Impfstoffherstellung. 

DFI und IVIAT sind zwei Methoden, mit deren 
Hilfe sich Proteine identifizieren lassen, die für ein 
Leben innerhalb eines Organismus notwendig sind. 
Bei DFI werden Impfstoffkandidaten mit Fluores- 
zenzmarkern fusioniert und die Klone selektiert, die 
ausschließlich bei einem Leben innerhalb des Orga- 
nismus exprimiert werden. Bei IVIAT wird dagegen 
das Serum von infizierten Patienten eingesetzt, um 
Antikörper zu finden, die an intrazelluläre patho- 
gene Proteine binden. 


DNA-Impfstoffe machen 
eine Aufreinigung von 
Antigenen überflüssig 


Die Verwendung eines DNA-Impfstoffes beruht 
darauf, dass die DNA, die ein bestimmtes Antigen 
codiert, verabreicht wird, statt des gesamten Mikro- 
organismus oder der gereinigten Proteine. Nackte 
DNA-Impfstoffe bestehen aus Plasmiden, die das 
antigencodierende Gen enthalten, dessen Expres- 
sion von einem starken Promotor kontrolliert wird; 
häufig wird hier der intermediate early-Promotor 
aus dem Cytomegalievirus eingesetzt. Die DNA wird 
direkt in das Muskelgewebe injiziert. Die Fremd- 
gene werden über ein paar Wochen exprimiert und 
das codierte Protein in Mengen synthetisiert, die 
ausreichen, um eine Immunantwort auszulösen. 
Die Immunantwort ist auf den jeweiligen Muskel 
beschränkt, wodurch Nebenwirkungen vermieden 
werden. Außerdem ist gereinigte DNA in der Her- 
stellung viel kostengünstiger als gereinigtes Protein 
und lässt sich getrocknet bei Raumtemperatur la- 
gern. Die am besten geeignete Methode zur Verab- 
reichung der DNA ist, sie an Mikropartikel mit ei- 
ner kationischen Oberfläche zu heften (Abb. 6.27), 
an die das negativ geladene Zucker-Phosphat-Rück- 
grat gut bindet. Nachdem das Mikropartikel mit der 
anhaftenden DNA in die Zelle geschleust wurde, 
beginnt sich die DNA langsam von dem Partikel zu 
lösen und wird exprimiert. Das langsame Ablösen 
der DNA führt zu einer effizienteren Immunant- 
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6.26 In vivo-induzierte Antigentechnologie (IVIAT) 

Die Suche nach Antigenen für die Herstellung von neuen Impfstoffen beruht auf der Identifizierung von Proteinen, die eine 
Immunantwort auslösen. Mithilfe von IVIAT lassen sich Antikörper erkennen, die im Serum von Patienten enthalten sind, 
welche einem Pathogen ausgesetzt waren. Zunächst wird eine Expressionsbibliothek hergestellt, die jedes Gen des inte- 
ressierenden Pathogens enthält. Als nächstes wird Serum von infizierten Patienten gesammelt und mit dem kultivierten 
infektiösen Organismus inkubiert, um die Antikörper abzufangen, die Oberflächenantigene erkennen. Die verbleibenden 
Antikörper werden anschließend für ein Screening der Expressionsbibliothek eingesetzt. Erkennt ein Antikörper ein klo- 
niertes Protein, wird der entsprechende DNA-Klon sequenziert, um das Genprodukt zu identifzieren. 
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6.27 DNA-beschichtete Microbeads 

Microbeads werden mit Plasmid-DNA, die ein Gen fiir 

ein Antigen enthalt, beschichtet und einem Patienten 
injiziert. In den Zellen lost sich die Plasmid-DNA langsam 
ab und das Gen wird so Uber einen langeren Zeitraum ex- 
primiert. Das exprimierte Protein löst eine Immunantwort 
aus, ohne Krankheitssymptome hervorzurufen, und impft 
auf diese Weise die Person gegen zukünftige Angriffe des 
Pathogens. 


wort als ein einmaliges Freisetzen einer großen 
DNA-Menge. Das Immunsystem muss dadurch im- 
mer mehr Antikörper gegen die synthetisierten Pro- 
teine herstellen. 

DNA-Impfstoffe sind allerdings insofern proble- 
matisch, als manche DNA-Sequenzen selbst eine Im- 
munantwort induzieren können. Insbesondere lösen 
einige DNA-Sequenzmotive aus bakterieller DNA 
starke Reaktionen des Immunsystems aus. Diese kön- 
nen wiederum dazu führen, dass der Körper seine ei- 
gene DNA angreift und so eine Autoimmunreaktion 
ausgelöst wird. 


Statt aus Protein bestehen einige Impfstoffe le- 
diglich aus DNA eines Gens, dessen Produkt eine 
Immunantwort auslöst. Nachdem die DNA in die 
Zelle geschleust wurde, wird sie exprimiert, das 
Protein wird synthetisiert und löst die Immunant- 
wort aus, wodurch die betreffende Person immu- 
nisiert wird. 


Orale Impfstoffe 


Viele Impfstoffe sind hitzeempfindlich und bauen 
sich ab, wenn sie nicht gekühlt werden. Dies stellt 
insbesondere in Entwicklungsländern ein Problem 
dar, wo eine korrekte Lagerung oft nicht möglich ist. 
Außerdem sind qualifiziertes Personal und saubere 
Nadeln notwendig, um Impfinjektionen durchzufüh- 
ren. Eine Alternative zu einer Injektion sind die ora- 
len Impfstoffe. Diese werden als Tabletten, Kapseln 
oder in flüssiger Form als sogenannte Schluckimp- 
fung verabreicht. Voraussetzung für die Wirksam- 
keit ist, dass die Antigene nicht durch Enzyme des 
Verdauungstraktes abgebaut werden. Ein Beispiel für 
einen solchen Impfstoff ist der orale Impfstoff gegen 
Polio, der lebende aber abgeschwächte Polioviren 
enthält. Der injizierte Polioimpfstoff enthält dagegen 
inaktivierte Viren. Der Vorteil der Schluckimpfung 
ist, dass die abgeschwächten Viren den Darm besie- 
deln und das Immunsystem auf die gleiche Art und 
Weise stimulieren, wie die virulente Form des Virus. 
Ein Nachteil ist jedoch, dass die abgeschwächten aber 
lebenden Viren bei einer von 2,5 Millionen Imp- 
fungen zur virulenten Form konvertieren könnten 
und die geimpfte Person dann an Polio erkrankt. In 
Ländern, in denen Polio nur selten vorkommt, ist 
dieses Risiko zu hoch. Die früher in Deutschland 
durchgeführte Schluckimpfung wurde deshalb durch 
eine Injektion mit abgetöteten Viren ersetzt. 

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung eines hit- 
zestabilen, günstigen Impfstoffes ist, die Antigene 
in Pflanzen zu exprimieren und die Pflanzen zu 
verzehren. Der Vorteil dieser essbaren Impfstoffe 
ist ihre günstige Herstellung in großen Mengen. Der 
Patient muss eine bestimmte Menge des Pflanzenge- 
webes zu sich nehmen, um immun zu werden. Die 
Verteilung des Impfstoffes in Entwicklungsländern 
ist einfach, und die Speicherung ist die gleiche wie 
bei Kulturpflanzen. Unterstützt wurde die Entwick- 
lung von essbaren Impfstoffen durch jüngste Fort- 
schritte in der Expression fremder Proteine in Pflan- 
zen (s. Kap. 14). Gentechnisch veränderte Kartoffeln, 
die den Impfstoff gegen Hepatitis B enthalten, be- 
finden sich zurzeit in klinischen Studien. Freiwillige 
haben fein geraspelte Stücke roher Kartoffeln zu sich 
genommen, die ein Oberflächenprotein des Virus 
enthielten. Bei 60% der Probanden ließ sich an- 
schließend ein erhöhter Titer von Hepatitis-B-Anti- 
körpern feststellen. Alle Teilnehmer erhielten zuvor 
den herkömmlichen Impfstoff, sodass der Impfstoff 
aus der Kartoffel die Immunität lediglich verstärkte. 
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Der größte Nachteil beim Einsatz von solchen gen- 
technisch veränderten Pflanzen ist ihre mögliche 
Vermischung mit normalen Pflanzen und die an- 
schließende Verbreitung dieser Impfstoffpflanzen als 
normale Nahrungsmittel. 


Exkurs 6.2 


Schutzimpfung 


In Deutschland erhalten die meisten Kinder Impfungen 
gegen viele verschiedene Krankheiten. Diphterie, Tetanus, 
Keuchhusten, Masern, Mumps, Röteln, Windpocken, Polio 
und Hepatitis B gehören zu den von der ständigen Impf- 
kommission empfohlenen Impfungen für Kleinkinder. Eine 
Impfpflicht besteht jedoch nicht. Diese Liste ist lang, aber 
viele der Impfungen werden in Kombinationsimpfungen 
zusammengefasst. Paradoxerweise hat die hohe Schutz- 
wirkung von Impfungen dazu geführt, dass viele heute 
infrage gestellt werden. Man argumentiert, dass Impfun- 
gen überflüssig seien, da diese Krankheiten kaum noch 
auftreten. Leicht wird dabei vergessen, dass nur deshalb 
so wenige Menschen an Diphterie oder Masern erkranken, 
weil die Mehrheit dagegen geimpft ist. 1980 gab es rund 4 
Millionen Fälle von Masern, wobei zu diesem Zeitpunkt nur 
10% der Weltbevölkerung einen Impfschutz gegen diese 
Krankheit besaßen. 2002 wurden weltweit rund 500000 
Fälle der Masern gezählt, während 70% der Menschen 
gegen Masern geimpft waren. In Deutschland gibt es auf- 
grund der Impfskepsis im europaweiten Vergleich relativ 
viele Neuerkrankungen an Masern. So sind sich Infekti- 
onsexperten darin einig, dass das Ziel der Weltgesund- 
heitsorganisation WHO, die Masern bis 2010 aus Europa 
zu verbannen aufgrund zu niedriger Durchimpfungsraten 
in einigen Ländern wohl nicht erreicht wird. Während bei 
den Masern dieses Ziel noch nicht erreicht ist, konnten 
andere Krankheiten aus der Liste der Standardimpfungen 
gelöscht werden, da die Krankheiten faktisch ausgerottet 
sind. So sind weltweit so viele Menschen gegen die Pocken 
geimpft, dass jahrelang kein einziger Fall mehr aufgetreten 
ist. Heute wird daher die normale Bevölkerung nicht mehr 
gegen die Pocken geimpft. Die einzigen Pockenerreger die 
noch existieren, werden in zwei Laboren aufbewahrt. Eines 
befindet sich in den USA, das andere in Russland. Nach 
den Anschlägen auf das World Trade Center im Jahr 2001 
konzentrierte man sich sehr auf die Möglichkeit eines bio- 
terroristischen Anschlags mit Pockenviren (siehe Kapitel 
23). Manche Menschen plädieren daher für die Wiederauf- 
nahme der Pockenimpfung, um ein erneutes Ausbrechen 
zu verhindern. 

Andere Impfungen zeigen eine entgegengesetzte Pro- 
blematik. Trotz großflächiger Impfung nimmt die Zahl der 
Keuchhustenfälle weiter zu. In den USA beispielsweise 
traten allein 2004 im Staat Wisconsin über 5000 Keuch- 
hustenfälle auf, und auch andere Staaten verzeichneten 
einen Anstieg der Erkrankungen. 2002 registrierten die 


Neben der Entwicklung von Impfstoffen in Nah- 
rungsmitteln, arbeiten die Forscher zurzeit auch an 
hitzestabilen oralen Impfstoffen. Statt Kulturpflan- 
zen wie Mais und Kartoffel werden andere essbare 
Pflanzen entwickelt, die den Impfstoff exprimieren. 


Center for Disease Control in den Vereinigten Staaten 
mit 9771 Fällen die höchste Zahl an Keuchhustenerkran- 
kungen seit 1964 - die Hälfte davon allein in Wisconsin. 
Zur Erklärung dieses Anstiegs werden unterschiedliche 
Theorien herangezogen. Während manche die Zunahme 
der Keuchhustenfälle auf empfindlichere Nachweisme- 
thoden zurückführen, gibt es auch Stimmen, die den 
Anstieg der Erkrankungen als Teil des natürlichen Zyklus 
der Pathogenität des Erregers Bordetella pertussis erklä- 
ren. Andere sehen in ihm ein Nachlassen der Immunität 
gegen die Keuchhustenbakterien. Nach dem Erhalt der 
letzten Wiederholungsimpfung im Alter von fünf Jahren, 
lässt die Immunität gegen Keuchhusten nach etwa 10 
Jahren nach. In den USA ist eine Erwachsenenimpfung 
gegen Keuchhusten nicht vorgesehen, weshalb die Men- 
schen relativ ungeschützt gegen die Krankheit sind. 

Impfungen können eine Reihe unangenehmer Ne- 
benwirkungen nach sich ziehen. Dies sind in den meis- 
ten Fällen lokale Reaktionen an der Einstichstelle wie 
Schmerzen und Schwellungen. Andere Nebenwirkungen 
wie leichtes Fieber oder eine milde Form der Erkran- 
kung, wie sie zum Beispiel bei Grippeschutzimpfungen 
auftreten, sind dagegen systemischer Natur. Manche 
Impfungen können auch allergische Reaktionen verursa- 
chen. Da manche Impfstoffe aus Hühnereiern gewonnen 
werden, kann es dazu kommen, dass Spuren von Ei- 
Proteinen als Verunreinigungen im Impfstoff verbleiben. 
Selbst Menschen mit einer Allergie gegen Ei-Proteine 
vertragen diese Impfstoffe meist gut, während andere auf 
sie allergisch reagieren. Eine weitere, potenziell allergie- 
auslösende Substanz in Impfstoffen ist Gelatine. 

Andere im Kontext der Impfstoffe geäußerte Sicher- 
heitsbedenken betreffen Konservierungsstoffe. Bis 1999 
war das quecksilberhaltige Thiomersal das gebräuch- 
lichste Mittel der Wahl. Es kann bei Kindern ebenfalls 
allergische Reaktionen auslösen und steht außerdem im 
Verdacht Autismus hervorrufen zu können. Seit 1999 
haben daher viele Hersteller Thiomersal gänzlich aus 
ihren Impfstoffen verbannt, ohne dass sich diese Maß- 
nahme auf die Häufigkeit von Autismus ausgewirkt hätte. 
Da sich jedoch die Gerüchte halten, dass Impfungen 
für Fälle von Autismus verantwortlich sind, greifen viele 
Hersteller heute zu anderen Konservierungsstoffen. Es ist 
jedoch vorstellbar, dass ein bestimmter genetischer Hin- 
tergrund manche Kinder anfälliger gegenüber Einflüssen 
von Quecksilber macht als andere. 
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Dabei handelt es sich z.B. um Nicotiana benthami- 
ana, eine essbare Verwandte des Tabaks, die nicht 
als Nahrungsmittel verwendet wird. Die Pflanze lässt 
sich leicht transformieren und die Impfstoffantigene 
werden im Blattgewebe exprimiert. Um das Vorkom- 
men der Antigene auf das Blatt zu begrenzen, wer- 
den die rekombinanten Proteine nur in den Chloro- 
plasten produziert. Da Chloroplasten ausschließlich 
von der Mutter vererbt werden, enthält der Pollen 
der transgenen Pflanzen kein Transgen. (Würde 
der Pollen rekombinante Gene enthalten, könnten 
diese leicht auf normale Tabakkulturen übertragen 
werden.) Nach der Anzucht der impfstoffexprimie- 
renden Pflanzen werden die Blätter geerntet, gewa- 
schen, gemörsert und gefriergetrocknet. Das Puder 
wird anschließend in Gelatinekapseln gefüllt. In die- 
ser Form ist der Impfstoff leicht zu transportieren 
und zu verteilen, die gefriergetrockneten Blätter sind 
hitzestabil und die Kapseln leicht zu verabreichen. 
Die Wirksamkeit und die möglichen Nebenwirkun- 
gen müssen allerdings noch in klinischen Studien 
geprüft werden. 


Essbare Impfstoffe sind entweder lebende aber ab- 
geschwächte Viren wie bei der Schluckimpfung ge- 
gen Polio oder ein antigenes Protein, das in einem 
Nahrungsmittel exprimiert wird. 
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Einführung 


Richard Feynman prognostizierte im Jahr 1959 als 
erster Wissenschaftler die Zukunft der Nanotechno- 
logie und äußerte die Vermutung, dass Maschinen 
und Materialien eines Tages auf atomarer Ebene kon- 
struiert würden: „Die physikalischen Gesetze spre- 
chen, soweit ich das beurteilen kann, nicht dagegen, 
Dinge Atom für Atom bewegen zu können.“ 

Die Molekularbiologie beschäftigt sich weitge- 
hend mit der Untersuchung von Mikroorganismen. 
Ein Mikrometer ist ein Millionstel eines Meters und 
in etwa die Länge einer Zelle von Escherichia coli, 
dem für den Genetiker wichtigsten Bakterium. Ein 
Nanometer ist ein Tausendstel eines Mikrometers (= 
10° Meter; Abb. 7.1). Die Bezeichnungen mikro- und 
nano- stammen beide aus dem Griechischen. „mik- 
ros“ bedeutet „klein“, „nanos“ ist dagegen bildhafter 
und bedeutet „kleiner alter Mann“ oder „Zwerg“. 
„pico-“ stammt aus dem Spanischen, wo es eine 
kleine Menge bezeichnet. Vorsilben für noch gerin- 
gere Mengen sind in Tabelle 7.1 aufgeführt. Mit die- 
sen Begriffen lassen sich subatomare Dimensionen 
beschreiben. Handelt es sich jedoch um Massen und 
Volumina im Nanomafstab, dann werden Begriffe 
wie Femtogramm und Zeptoliter verwendet. 

Vor nicht allzu langer Zeit hat die Wissenschaft 
den Schritt in den Bereich der Nanotechnologie 
vollzogen. Wie der Name bereits andeutet, ist das 
Vordringen in diese Thematik eng verknüpft mit der 
Suche nach neuen praktischen Anwendungen, insbe- 
sondere in der Elektronik und der Materialforschung, 


und weniger mit der Suche nach theoretischem Wis- 
sen. Zur Nanotechnologie gehört die individuelle 
Manipulation einzelner Moleküle oder Atome. Das 
ursprüngliche Ziel war möglicherweise, Materialien 
mit neuen oder stark verbesserten Eigenschaften zu 
finden, indem man sie Atom für Atom oder Molekül 
für Molekül aufbaut. Doch das Spektrum erweiterte 
sich und die Nanotechnologie beschäftigt sich mitt- 
lerweile mit Strukturen, die so klein sind, dass ihre 
Untersuchung und ihre Manipulation bis vor kur- 
zem nicht möglich waren. Im Nanomaßstab nehmen 
Quanteneffekte zu und die Materialien verhalten sich 
häufig ungewöhnlich, verglichen mit ihren Festkör- 
pereigenschaften. 

Die Bestandteile von biologischen Zellen entspre- 
chen in ihrer Größe in etwa den Materialien, die 
von der Nanotechnologie untersucht werden. Nano- 
technologen suchen daher auch im Bereich der Zell- 
biologie nach nützlichen Strukturen, Prozessen und 
Informationen. Zelluläre Organellen wie Ribosomen 
lassen sich als programmierbare „Nanomaschinen“ 
betrachten. Die Nanotechnologie drängt somit auch 
in Richtung Molekularbiologie. Ein Großteil der 
„Nanobiotechnologie“ ist aus der Sicht der Materi- 
alforschung tatsächlich Molekularbiologie, und sie 
verwendet eine neue Terminologie. 

Alle chemischen Reaktionen finden auf Mo- 
lekülebene statt. Was die echte Nanotechnologie 
allerdings davon abgrenzt, ist, dass hier einzelne 
Moleküle oder Nanostrukturen nach spezifischen 
Anleitungen zusammengesetzt werden. Ein Ribo- 
som polymerisiert nicht einfach Aminosäuren zu 
einer Kette. Es verwendet entsprechend der zur 
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Tabelle 7.1 Vorsilben und Größen 
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Verfiigung stehenden Information spezielle Ami- 
nosäuren und verbindet sie in einer bestimmten 
Reihenfolge. Zu den entscheidenden Eigenschaften 
einer Nanomaschine gehört daher die Fähigkeit, 
Strukturen nicht nur auf Molekülebene zusammen- 
zusetzen, sondern dabei auch spezifisch und kon- 
trolliert vorzugehen. 

Das wichtigste praktische Ziel für die Nano- 
biotechnologie ist die Verwendung von biologi- 
schen Komponenten für Anwendungen im Nano- 
maßstab. Einige dieser Anwendungen sind nichtbio- 
logischer Natur und stammen aus der Elektronik und 
der EDV, andere sind jedoch für die Biologie oder die 
Medizin von Bedeutung. In diesem Kapitel soll durch 
ausgewählte Beispiele gezeigt werden, wie biologi- 
sche Ansätze einen Beitrag zur Nanobiotechnologie 
leisten. 


Viele Bestandteile biologischer Zellen liegen be- 
züglich ihrer Größe im Nanobereich. Mit dem Fort- 
schritt der Nanotechnologie ergeben sich viele Ver- 
bindungen zur Biotechnologie und zur Gentechnik. 


Sichtbarmachung im 
Nanomaßstab 


Um Materialien auf atomarer Ebene manipulieren zu 
können, muss man einzelne Atome und Moleküle se- 
hen können. Obwohl sich Moleküle auch mit einem 
Elektronenmikroskop sichtbar machen lassen, war 
es die Entwicklung von Rastersondenmikroskopen 
(RSM) (engl. scanning probe microscopes, SPM), die 
ein neues Feld für die Nanotechnologie eröffneten. 
Diese Geräte besitzen eine Sonde, die die zu untersu- 
chende Oberfläche abtastet. 

Alle Rastersondenmikroskope messen bestimmte 
Eigenschaften des Probenmaterials wie den elektri- 
schen Widerstand, den Magnetismus, die Tempera- 
tur oder die Lichtabsorption mithilfe einer sehr fei- 
nen Spitze, die sehr dicht über der Probenoberfläche 
positioniert wird. Das Mikroskop führt die Sonde in 
einem vorgegebenen Raster (Raster-Scan) über die 
Oberfläche (Abb. 7.2), wobei die gewünschte Eigen- 
schaft gemessen wird. Die Daten werden als geraster- 
tes Bild, ähnlich dem auf einem Fernsehbildschirm, 
dargestellt. Im Gegensatz zu herkömmlichen Mikros- 
kopen nutzen diese Geräte kein Linsensystem, sodass 
hier auch nicht die Lichtbrechung die Auflösung 
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Rücklauf 


7.2 Prinzip des Raster-Scans 
Beim Raster-Scan bewegt sich die 
Sonde über der Zielregion hin und 
her. Die Sonde tastet nur ab, wenn 
sie sich in eine Richtung bewegt 
(„Abtasten“). In die andere Richtung 
bewegt sie sich schneller und ohne 
Kontakt zur Probe („Rücklauf“). 


begrenzt, sondern die Größe der Sonde. Mit einigen 
dieser Mikroskope lassen sich die Proben nicht nur 
sichtbar machen, sondern auch verändern. 

Das erste Rastersondenmikroskop war das Ras- 
tertunnelmikroskop (RTM) (engl. scanning tunne- 
ling microscope, STM), das Gerd Binnig und Heinrich 
Rohrer von IBM (s. folgender Abschnitt) entwickel- 
ten, wofür sie im Jahre 1986 den Nobelpreis erhiel- 
ten. Das RTM schickt Elektronen, also elektrischen 
Strom, durch die Probe und misst auf diese Weise den 
elektrischen Widerstand. Das Rasterkraftmikroskop 
(RKM) (engl. atomic force microscope, AFM) ist in der 
Biologie besonders nützlich und misst die Kräfte, die 
zwischen der Sondenspitze und der Probe wirken. 


Die Sichtbarmachung einzelner Moleküle oder 
Atome ist mithilfe von Rastersondenmikroskopen 
möglich. 


Rastertunnelmikroskopie 


Wird eine Metallspitze sehr dicht an eine leitende 
Oberfläche herangeführt, dann fließen zwischen 
Spitze und Oberfläche Elektronen (der sog. Tun- 


Abtasten 


nelstrom). Die Stärke des Tunnelstromes ist expo- 
nentiell abhängig von dem Abstand zwischen Spitze 
und Oberfläche. Oberflächenkonturen lassen sich 
kartieren, indem ein Regelkreis angeschlossen wird, 
der dafür sorgt, dass der Tunnelstrom immer kon- 
stant bleibt, während die Spitze über der Oberflä- 
che schwebt. Durch Heben und Senken der Spitze 
beim Abtasten der Probe erhält man Informationen 
über die Topographie der Oberfläche im atomaren 
Maßstab (Abb. 7.3). 

Mithilfe eines RTM lassen sich Atome auch be- 
wegen. Im Jahr 1989 führten D. M. Eigler und E. K. 
Schweizer das wahrscheinlich aufsehenerregendste 
Experiment der Nanotechnologie durch, indem sie 
35 Xenonatome auf einer Nickeloberfläche zum 
IBM-Logo anordneten. Sie wählten Nickel, da hier 
die Täler zwischen den Reihen aus Nickelatomen 
ausreichend tief sind, um die Xenonatome an ihrem 
Platz zu halten. Die Täler sind also auch flach genug, 
sodass sich die Xenonatome über die Oberfläche zie- 
hen lassen. Um die Xenonatome zu bewegen, wurde 
die RTM-Spitze im imaging mode des Mikroskops 
über einem Xenonatom platziert. Als nächstes schal- 
tete man den scanning mode aus und die Spitze wurde 
abgesenkt, bis der Tunnelstrom um ein Vielfaches 
angestiegen war (fabrication mode). Das Xenonatom 
wurde von der RTM-Spitze angezogen und durch 
eine horizontale Bewegung an seinen neuen Platz 
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Vibrationsdämpfung 


7.3 Prinzip eines Rastertunnelmikroskops (RTM) 
In dem Ausschnitt sind Sondenspitze und Oberflächenatome dargestellt. 
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7.4 Der Kohlenmonoxidmann von Zeppenfeld 

Die Atome wurden mithilfe eines RTM angeordnet. Der 
Mann besteht aus Kohlenmonoxid auf einer Platinober- 
fläche. Mit freundlicher Genehmigung von International 
Business Machines Corporation © 1995, IBM. 


gebracht. Dort wurde der Tunnelstrom reduziert und 
das Atom abgelegt. Seitdem wurden viele Diagramme 
auf diese Weise erstellt. Der Kohlenmonoxidmann ist 
in Abbildung 7.4 dargestellt. 

Aus biologischer Sicht hat das RTM den Nach- 
teil, dass sich nur elektrisch leitende Oberflächen 
untersuchen lassen, in der Praxis handelt es sich 
dabei in der Regel um Metallschichten. Ein Ras- 
terkraftmikroskop (s. folgender Abschnitt) hat den 
Vorteil, dass das Material nicht leitfähig sein muss. 
Es findet daher in der Biologie ein breites Anwen- 
dungsgebiet. 


Das Rastertunnelmikroskop lässt sich einsetzen, 
um einzelne Atome einer elektrisch leitenden 
Oberfläche sichtbar zu machen oder sie zu be- 
wegen. 


Rasterkraftmikroskopie 


Für die Sichtbarmachung im Nanomaßstab nutzt 
man häufig ein Rasterkraftmikroskop (RKM). Wie 
der Name schon sagt, beruht das Verfahren auf der 
Messung einer mechanischen Wechselwirkung und 
nicht auf der Messung fließender Partikel, seien es 
Photonen wie bei der Lichtmikroskopie oder Elektro- 
nen wie bei der Elektronenmikroskopie. 

Physiker vergleichen die Arbeitsweise eines RKM 
häufig mit der eines altmodischen Plattenspielers, 
bei dem eine Nadel über die Oberfläche der Schall- 
platte kratzt. Für einen Biologen ist der Unterschied 
zwischen einem Lichtmikroskop und einem RKM 
ähnlich dem Unterschied zwischen dem Lesen eines 
Textes mit den Augen und dem Ertasten der Blinden- 
schrift mit den Fingerspitzen. 

Das Rasterkraftmikroskop wurde im Jahr 1985 
von Gerd Binnig, Calvin Quate und Christof Gerber 
entwickelt. Bei dem RKM gleitet eine feine Spitze, 
die an einem Träger angebracht ist, über die Ober- 
fläche einer Probe. Durch die zwischen Spitze und 
Probe auftretenden Kräfte biegt sich ein Federbalken 
(engl. cantilever) und diese Biegung wird dokumen- 
tiert. Die Spitze wird in einem vorgegebenen Raster 
über die Oberfläche geführt und das entstehende 
Bild der Oberflächentopographie wird auf einem 
Monitor dargestellt. 

Während des Abtastens werden die Spitze oder 
die Probe durch ein sehr genau arbeitendes Stellele- 
ment aus piezoelektrischer Keramik bewegt. (Dieses 
Material verändert die Form als Reaktion auf eine 
angelegte Spannung.) Das Stellelement hat in der 
Regel die Form eines Röhrchens, das sich in alle drei 
räumlichen Dimensionen im Sub-Ängstrom-Bereich 
zu bewegen vermag. 

Die RKM-Sonde befindet sich am Ende eines 
biegsamen Federbalkens. Auf diesen Federbalken ist 
ein Laserstrahl gerichtet, der abgelenkt wird, wenn 
sich der Federbalken aufgrund der auf die Spitze 
wirkenden Kraft biegt. Die Biegung lässt sich dann 
anhand der Ablenkung des Laserstrahls messen, wie 
in Abbildung 7.5 dargestellt ist. Der Laserstrahl wird 
auf eine geteilte Photodiode gelenkt und die Unter- 
schiede zwischen dem A- und dem B-Signal sind ein 
Maß für die Biegung des Federbalkens. Kleine Verän- 
derungen sind dabei proportional zur aufgewendeten 
Kraft. Die Kraft zwischen Spitze und Probe lässt sich 
somit bestimmen. 

Der Abstand zwischen Spitze und Probe wird 
so eingestellt, dass er im Bereich der Abstoßung 
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Laserstrahl 


Sondenspitze 


der intramolekularen Kraftkurve liegt. Das bedeutet, 
dass die RKM-Sonde durch ihre molekulare Wech- 
selwirkung von der zu untersuchenden Oberfläche 
abgestoßen wird. Durch die Abstoßung lässt sich 
die Oberflächentopographie messen und in einer 
Abbildung darstellen, in der Farben die relativen 
Höhen anzeigen. Es ist möglich, die Oberfläche nach 
ihren topographischen Gegebenheiten abzusuchen, 
anschließend die RKM-Sonde anzuheben und die 
Oberfläche ein weiteres Mal nach elektrostatischen 
oder magnetischen Kräften abzutasten. Diese Ergeb- 
nisse können ebenfalls graphisch dargestellt werden 
und lassen sich mit den topographischen Gegeben- 
heiten vergleichen. 

Wie bei dem RTM ist es auch mit dem RKM 
möglich, einzelne Atome zu bewegen, obwohl 
dies nur einmal im Jahr 2003 gelang. Forscher der 
Universität von Osaka, Japan, entfernten ein ein- 
zelnes Siliziumatom aus einer Oberfläche und er- 
setzten es. 

Durch den Einsatz eines RKM ist es möglich, 
polymere biologische Moleküle wie DNA oder Cel- 
lulose sichtbar zu machen und sogar einzelne Mo- 
nomere (bei hoher Auflösung sogar Atome) zu be- 
trachten. 


Das Rasterkraftmikroskop kann Atome oder Mole- 
küle detektieren, indem eine Oberfläche hinsicht- 
lich ihrer Topographie oder ihrer elektromagneti- 
schen Eigenschaften abgetastet wird. 


Position des 
Detektors 


7.5 Das Rasterkraftmikroskop 
(RKM) 

Die Auslenkung der Sondenspitze 
durch die Probenoberfläche wird 
mithilfe eines Lasers gemessen. 


Nachweis von Viren mittels 
Rasterkraftmikroskopie 


Ein Rasterkraftmikroskop (RKM) lässt sich einsetzen, 
um die Anwesenheit von Viruspartikeln nachzuwei- 
sen, dafür ist allerdings ein sogenannter „ViriChip“ 
notwendig. Dabei handelt es sich um einen Silizium- 
chip, der mit Antikörpern gegen das interessierende 
Virus beschichtet ist. In der Praxis ist der Chip in Be- 
reiche aufgeteilt, die mit verschiedenen Antikörpern 
beschichtet werden, damit viele Viren gleichzeitig 
nachgewiesen werden können. Von der zu untersu- 
chenden Probe wird ein Mikroliter auf den Chip auf- 
getragen und jedes Virus, das von den Antikörpern 
auf dem Chip erkannt wird, wird auf dem Chip ge- 
bunden. Die Chipoberfläche wird nun mithilfe eines 
RKM abgetastet, um die Anwesenheit von Virusparti- 
keln zu prüfen, die sich durch den Ort ihrer Bindung 
auf dem Chip identifizieren lassen (Abb. 7.6). 

Der Chip wurde bereits erfolgreich mit einer Viel- 
zahl von Viren, einschließlich humanpathogener Vi- 
ren, getestet und wird zurzeit noch weiterentwickelt. 
Grundsätzlich sollte es möglich sein, Tausende von 
verschiedenen Viren mithilfe eines einzigen Chips 
nachzuweisen. Nur ein Tropfen Blut eines Patienten 
könnte dann auf viele Viren getestet werden. 


Die Rasterkraftmikroskopie vermag einzelne Viren 
nachzuweisen und zu identifizieren. 
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7.6 Prinzip des ViriChips 


Anti-fd 


pa 


Links: Eine mikroskopische Aufnahme des ViriChips. Der Ausschnitt zeigt die Anordnung der Felder mit den fixierten 
Antikörpern (dargestellt ist ein Bereich mit 3 x 3 Feldern). Rechts: Zwei Felder mit Antikörpern (Anti-fd und Anti-CPV) in 
höherer Auflösung, aufgenommen mit einem Hellfeldmikroskop (oben), einem RKM (Mitte, Z = 15 nm) und einem Fluores- 
zenzmikroskop (unten). Für die Fluoreszenzfärbung wurden Anti-CPV aus der Maus und Anti-fd aus dem Kaninchen ver- 
wendet, und anschließend Anti-Maus-IgG (markiert mit Alexa 594, rot) und Anti-Kaninchen IgG (markiert mit Cy2, grün). 
Der Durchmesser jedes Ausschnittes beträgt 60 um. Aus: Nettikadan et al (2003) Virus particle detection by solid phase 
immunocapture and atomic force microscopy. Biochem Biophys Res Commun 311: 540-545. Nachdruck mit freundlicher 


Genehmigung. 


Das Wiegen einzelner 
Bakterien und Viruspartikel 


Seit Jahren ist bekannt, dass Bakterien eine Größe von 
etwa 1000 nm besitzen und etwa 1 pg wiegen. Durch 
die Nanotechnologie ist nicht nur der Nachweis von 
Mikroorganismen möglich, sie können auch einzeln 
gewogen werden. 

Die Resonanzfrequenz eines rechteckigen Feder- 
balkens ist abhängig von der einwirkenden Masse. 
Es ist möglich, den Federbalken so zu verkleinern, 
dass er nur noch einige Mikrometer groß ist (mit 
einer Länge von 6 um, einer Breite von 0,5 um und 
einer Plattform am Ende, die einen Durchmesser 
von etwa 1 um hat). Die Resonanzfrequenz lässt 
sich mithilfe eines Lasers und der auftretenden Ver- 
änderung der Lichtreflexion messen. Die Platzie- 


rung einer einzelnen Bakterienzelle oder sogar eines 
Viruspartikels verändert die Resonanzfrequenz des 
Federbalkens. Auf diese Weise wurden im Labor 
von Harold Craighead an der Cornell University die 
Massen von einzelnen Zellen oder Viren bestimmt 
(Abb. 7.7). 

Um ein Bakterium oder ein Virus zu fixieren, wird 
der Federbalken mit einem Antikörper beschichtet, 
der den zu wiegenden Mikroorganismus erkennt. 
Eine einzelne Zelle von E. coli mit einer Größe von 
1430 x 730 Nanometer wiegt 665 fg (Femtogramm) 
(665 x 10°"? g). Viren (die etwa 1 fg wiegen) lassen 
sich nachweisen, wenn die Größe des Federbalkens 
weiter reduziert wird und die Messung im Vakuum 
stattfindet. Mitte 2005 wurde diese Technik so weit 
verfeinert, dass ein einzelnes Makromolekül gewogen 
werden konnte; es handelte sich um eine doppel- 
strängige DNA aus etwa 1500 bp (das ist ungefähr 
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7.7 Das Wiegen eines einzelnen Bakteriums 

a Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Feder- 
balkens mit einer Länge von 6 um, einer Breite von 0,5 um 
und einer Plattform mit einem Durchmesser von 1x 1 um. 
Der Größenbalken entspricht 2 um. Ilic B et al (2004) Virus 
detection using nanoelectromechanical divices. App/ Phys 
Lett 95: 2604-2607. © 2004. Nachdruck mit freundlicher 
Genehmigung des American Institute of Physics. b Raster- 
elektronenmikroskopische Aufnahme einer einzelnen £. 
coli-Zelle, die durch einen Antikörper auf dem Federbalken 
fixiert wird. Mit freundlicher Genehmigung der Graighead- 
Gruppe, Cornell University. llic B et al (2001) Single cell 
detection with micromechanical oscillators. / Vac Sci Tech- 
nol B. 19: 2825-2828. © 2001. Nachdruck mit freundli- 
cher Genehmigung des American Institute of Physics. 


die Größe einer typischen codierenden Sequenz). Die 
Weiterentwicklung des Verfahrens dürfte die Mes- 
sung kleiner Proteine oder anderer Moleküle mög- 
lich machen, deren Gewicht im Zeptogrammbereich 
(10! g) liegt. 


Die Messung der Resonanzfrequenz eines Feder- 
balkens mithilfe eines Lasers erlaubt es, einzelne 
Bakterien oder Viren zu wiegen. 


Nanopartikel und ihre 
Anwendung 


Fortschritte der Wissenschaft, das unglaublich Kleine 
sichtbar zu machen und zu messen, waren der Ur- 
sprung der Nanotechnologie. Es folgte der Aufbau 
von Strukturen im Nanomaßstab. Mittlerweile wer- 
den einfache Nanostrukturen für eine Vielzahl analy- 
tischer Zwecke eingesetzt und eine zweite Generation 
solcher Strukturen für den Einsatz im klinischen 
Bereich befindet sich in der Entwicklung. 

Wie ihr Name schon andeutet sind Nanopartikel 
kleiner als ein Mikrometer - in der Praxis zwischen 
100nm und 5nm. Die Partikel sind in der Regel ku- 
gelförmig, doch auch Stäbchen, Platten und andere 
Formen werden eingesetzt. Sie können gefüllt oder 
auch hohl sein und aus einer Vielzahl von Materia- 
lien bestehen, die häufig in abgegrenzten Schichten 
mit unterschiedlicher Funktion übereinander gelagert 
sind. Typisch sind ein zentraler funktioneller Kern, 
eine Schutzschicht und eine äußere Schicht, die mit 
der biologischen Umgebung in Wechselwirkung tritt. 

Der zentrale funktionelle Kern hat in der Regel 
nützliche optische oder magnetische Eigenschaften. 
Die bekannteste ist die Fluoreszenz. Die Schutz- 
schicht schützt die funktionelle Schicht vor den 
schädigenden Einflüssen von Luft, Wasser oder Zell- 
bestandteilen - sie schützt die Zelle auch vor allen 
toxischen Eigenschaften der funktionellen Schicht. 
Die äußere(n) Schicht(en) macht die Nanopartikel 
„biokompatibel“. Zu den erforderlichen Eigenschaf- 
ten gehören in der Regel die Wasserlöslichkeit und 
die spezifische Erkennung. Für biologische Zwecke 
werden Nanopartikel häufig durch eine hydrophile 
äußere Schicht wasserlöslich gemacht. Außerdem 
müssen auf der Außenseite chemische Gruppen 
für eine spezifische Anheftung an andere Moleküle 
oder Strukturen vorhanden sein (Abb. 7.8). 

Die Verwendungsmöglichkeiten von Nanoparti- 
keln in der Biologie sind vielfältig: 

a) Fluoreszenzmarkierung und optische Codierung, 

b) Nachweis pathogener Mikroorganismen und/ 
oder spezifischer Proteine, 

c) Reinigung und Manipulation biologischer Mole- 
küle, 

d) Gezielte Verabreichung von Arzneimitteln und/ 
oder Genen, 

e) Zerstörung von Tumoren auf chemischem oder 
thermischem Weg, 

f) Verstärkung des Kontrastes bei der Magnetreso- 
nanztomographie (MRT). 
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anhaftende Moleküle 


Linker —————> 


hydrophile Schicht 


Schutzschicht 


physikalisch aktive, innere 
Schichten 
7.8 Typischer schichtweiser Auf- 


bau eines Nanopartikels 

Der physikalisch aktive Kern wird von 
mehreren Schichten umgeben. Häu- 
fig werden chemische Gruppen mit 
der Außenseite verknüpft, damit das 
Nanopartikel an andere biologische 
Moleküle binden kann. 


chen gekoppelt werden können. Diese hydrophilen 
Gruppen sorgen für die Wasserlöslichkeit der Stäb- 
chen. Außerdem können die Nanostäbchen über 
diese äußeren chemischen Gruppen an Proteine 
binden. 

Das Gerüst einer eukaryotischen Zelle ist aus zy- 
lindrischen Proteinstrukturen aufgebaut, die als Mi- 
krotubuli bezeichnet werden. Diese werden häufig 
in ihre Monomere (Tubulin) zerlegt und an einem 
anderen Ort wieder aufgebaut. Mithilfe von Nano- 
stäbchen lässt sich diese Umstrukturierung verfol- 
gen, indem man sie mit Tubulinmonomeren ver- 
knüpft. Die Zugabe von Guanosintriphosphat (GTP) 
stimuliert den Zusammenbau der Mikrotubuli, und 
durch die fluoreszierenden Nanostäbchen lässt sich 
beobachten, wie sie sich zu linearen Strukturen zu- 


Nanopartikel werden mittlerweile bei vielen biologi- 
schen Verfahren eingesetzt. Dazu gehören sowohl 
analytische als auch klinische Anwendungen. 


Nanopartikel für die 
Markierung 


Betrachten wir das lumineszierende CdSe-Nano- 
stäbchen als Beispiel für ein Nanopartikel, das für 
Markierungen verwendet wird (Abb. 7.9). Diese Na- 
nostäbchen (stabförmige Nanokristalle) lassen sich 


in der Molekularbiologie als Fluoreszenzmarker ein- 
setzen, weil sie UV-Licht mit einer Wellenlänge von 
550 nm absorbieren und Licht mit einer Wellenlänge 
von 590nm emittieren. Sie wurden von Thomas 
Nann aus Freiberg, Deutschland, entwickelt. 

Die Nanostäbchen sind etwa 3nm breit und 10 
bis 20 nm lang. Sie haben einen Kern aus lumines- 
zierendem Cadmiumselenid (CdSe), der von einer 
Schicht aus ZnS (Zinksulfid, Wurzit) umgeben ist, 
die den Kern vor Oxidation schützt. Außen befindet 
sich eine Schicht aus Siliziumdioxid (Silica), über 
die Phosphonate oder Amine an das Nanostäb- 


sammenlagern. 


Warum verwendet man hier eine komplexe viel- 
schichtige Nanostruktur statt eines einfachen Fluo- 


reszenzfarbstoffes? 


a) Obwohl die Nanokristalle einen engen Bereich 
der Fluoreszenz haben, absorbieren sie doch ein 
relativ breites Spektrum an Licht (im Gegensatz 
zu dem engen Absorptionsspektrum eines typi- 
schen Fluoreszenzfarbstoffes). Somit bleichen sie 
während der Anregung nicht aus und lassen sich 
über einen langen Zeitraum bestrahlen und auch 


verfolgen. 
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10-20 nm 


Siliziumdioxid 


Cadmiumselenid 


hydrophile Gruppen, die mit der Oberfläche verknüpft sind 


b) Das von Nanokristallen emittierte Licht ist sehr 
hell - es ist das Produkt aus dem molaren Ex- 
tinktionskoeffizienten und der Quantenausbeute. 
(Der molare Extinktionskoeffizient ist die Ab- 
sorption einer einmolaren Lésung eines reinen 
gelösten Stoffes bei gegebener Wellenlänge; je hö- 
her er ist, umso mehr Licht wird absorbiert. Die 
Quantenausbeute ist der Quotient aus absorbier- 
ten Photonen und den während der Fluoreszenz 
emittierten Photonen.) 

c) Das Emissionsmaximum eines Nanokristalls ist 
abhängig von seiner Größe. Indem man einen 
Kristall einer bestimmten Größe herstellt, lässt 
sich jede beliebige Wellenlänge einstellen (s. un- 
ten). 


Nanopartikel lassen sich ebenso spezifisch zu Gewe- 
ben wie Krebszellen dirigieren, indem man entspre- 
chende Antikörper oder Rezeptorproteine mit der 
Oberfläche der Partikel verknüpft. Fluoreszierende 
Nanopartikel werden häufig als Quantenpunkte (engl. 
quantum dots) bezeichnet und sind mittlerweile für 
viele Markierungen in der Biologie kommerziell er- 
hältlich. Auch Fluoreszenzfarbstoffe können mit an- 
deren Molekülen gekoppelt werden, doch sind Nano- 
partikel vielseitiger. Mit Quantenpunkten lassen sich 
DNA-Moleküle wie auch Proteine markieren. Die 
Kopplung von Quantenpunkten mit PCR-Primern 
ergibt fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte - ein Ver- 
fahren, das als quantum dot-PCR bezeichnet wird. 
Um den Kontrast bei der Magnetresonanztomo- 
graphie (MRT) zu verstärken, wurden viele Materi- 
alien eingesetzt. Zunehmend gehören dazu auch Na- 


3nm 


7.9 CdSe-Nanostäbchen 
Lumineszierende CdSe-Nanostäb- 
chen sind von Schutzschichten aus 
Zinksulfid und Siliziumdioxid um- 
geben. Über hydrophile chemische 
Gruppen auf der Oberfläche lassen 
sich die Stäbchen mit Proteinen 
oder anderen biologischen Molekü- 
len verknüpfen. 


nopartikel, die verschiedene Materialien enthalten. 
So sind z.B. superparamagnetische Nanopartikel aus 
Eisenoxid, sog. SPIO-Nanopartikel (engl. superpa- 
ramagnetic iron oxide nanoparticles), ein gutes Kon- 
trastmittel für ein MRT. Ihre magnetischen Eigen- 
schaften variieren mit der Partikelgröße. Größere 
Partikel mit einer Größe über 300 nm werden für den 
Darm, die Leber und die Milz eingesetzt. Kleinere 
Partikel mit einer Größe zwischen 20 und 40 nm sind 
genauer und besser für die Detektion von frühen 
Tumorstadien der Lymphknoten geeignet als her- 
kömmliche Materialien. 


Fluoreszierende Nanopartikel haben bei Markierun- 
gen in der Biologie ein breites Anwendungsspek- 
trum. Sie sind stabiler als herkömmliche fluoreszie- 
rende Farbstoffe und häufig auch heller. 


Exkurs 7.1 


Terminologie im Trend 


Nanopartikel werden mit einer Vielzahl von „Nano- 
begriffen“ bezeichnet wie Nanostäbchen, Nanokris- 
talle, Nanokapseln, Nanoröhrchen, Nanokabel usw. 


abhängig von ihrer Form und Struktur. Hinzu kommen 
die Quantenpunkte, hinter denen sich fluoreszierende 
Nanokristalle verbergen, die ausreichend klein sind, 
um einen Quanteneinschluss (engl. quantum confine- 
ment) zu zeigen - sie können für Markierungen in der 
Biologie verwendet werden. 
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Größenquantisierungs- 
effekt und Farben von 
Nanokristallen 


Werden Materialien in ausreichend kleine Fragmente 
zerteilt, beginnen Quanteneffekte ihre physikalischen 
Eigenschaften zu beeinflussen. Die fluoreszierenden 
Nanopartikel sind Halbleiter, die ausreichend klein 
sind, um solche Quanteneffekte zu zeigen. 

Halbleiter sind Substanzen, die nur unter be- 
stimmten Bedingungen elektrischen Strom leiten. Bei 
Halbleitern des N-Typs besteht der Strom (wie bei 
normalen elektrischen Kabeln) aus negativ geladenen 
Elektronen. Bei Halbleitern des P-Typs besteht der 
Strom jedoch aus Löchern. Ein Loch entsteht, wenn 
einem Atom ein Elektron fehlt. Obwohl es im phy- 
sikalischen Sinne keine Partikel sind, vermögen die 
Löcher von einem Atom zum nächsten zu wandern 
und dienen als Ladungsträger. Elektronen und Lö- 
cher können rekombinieren und sich so auslöschen, 
ein Prozess, bei dem Energie frei wird. Umgekehrt 
kann die Energie, die von verschiedenen Halbleitern 
absorbiert wird, ein Elektron von einem Atom lö- 
sen; gleichzeitig entsteht ein Loch, und Elektron und 
Loch können sich anschließend in unterschiedliche 
Richtungen bewegen. 


7.10 Größenquantisierungseffekt 
Nanokristalle unterschiedlicher 
Größe absorbieren UV-Licht und 
emittieren Energie. Die Wellenlänge 
des emittierten Lichtes hängt von 
der Größe des Nanokristalls ab. Je 
kleiner der Kristall, umso energie- 
reicher ist das emittierte Licht. Aus: 
Riegler und Nann (2004) Application 
of luminescent nanocrystals as la- 
bels for biological molecules. Ana/ 
Bioanal Chem 379 (7-8): 913-919. 


Markierungen mit Nanopartikeln lassen sich un- 
ter Verwendung verschiedener Emissionswellenlän- 
gen herstellen, die den UV-Bereich, das sichtbare 
Spektrum und den Nah-Infrarot-Bereich abdecken. 
Die Emissionswellenlängen variieren abhängig vom 
Material des Halbleiters. Durch den Größenquanti- 
sierungseffekt (engl. quantum size effect, Abb. 7.10) 
ist es möglich, dass derselbe Halbleiter, abhängig von 
der Größe des Nanopartikels, verschiedene Wellen- 
längen emittiert. Je kleiner die Nanopartikel, umso 
geringer ist die abgestrahlte Wellenlänge (d.h. umso 
höher ist die Energie). 

Fluoreszierende Nanopartikel sind eine Art mini- 
aturisierte, lichtemittierende Dioden (LEDs). Dabei 
handelt es sich um Halbleiter, die Energie absorbie- 
ren (entweder elektrisch oder in Form von Licht), 
wodurch Paare aus Elektronen und Löchern ent- 
stehen. Rekombinieren die Elektronen wieder mit 
den Löchern, wird Licht emittiert. Bei Festkörpern 
hängen die Energie und damit die Wellenlänge des 
emittierten Lichts von der chemischen Zusammen- 
setzung des Halbleiters ab. Im Nanomaßstab kom- 
men allerdings Quanteneffekte zum Tragen. Ist die 
physikalische Größe des Halbleiters geringer als der 
natürliche Radius (der Bohr-Radius) des Elektron- 
Loch-Paares, dann muss zusätzlich Energie aufge- 
bracht werden, um das Paar einzuschließen. Dieser 
Vorgang wird als Quanteneinschluss (engl. quantum 
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confinement) bezeichnet und tritt bei Nanokristallen 
mit einer Größe von 20 nm oder weniger auf. Je klei- 
ner der Halbleiterkristall, umso mehr Energie ist er- 
forderlich und umso energiereicher ist das emittierte 
Licht (d.h. umso kürzer ist seine Wellenlänge). 


Die emittierte Wellenlänge eines fluoreszierenden 
Nanopartikels hängt von seiner Größe ab und lässt 
sich daher leicht manipulieren. 


Nanopartikel für die 
Verabreichung von Arznei- 
stoffen, DNA oder RNA 


Da sich Nanopartikel spezifisch zu Geweben diri- 
gieren lassen, können sie eingesetzt werden, um bio- 
logisch aktive Moleküle wie Arzneistoffe und gen- 
technische Konstrukte zu ihrem Bestimmungsort zu 
bringen. 

Große polymere Moleküle wie DNA können 
selbst zu Nanopartikeln mit einer Größe von 50 bis 
200nm verdichtet werden. Hinzu kommt die Ad- 
dition eines positiv geladenen Moleküls (z.B. eines 
kationischen Lipids oder Polylysin), um die negative 
Ladung der Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat- 
Rückgrats zu neutralisieren. Andere Moleküle kön- 
nen hinzugefügt werden und erhöhen die Selektivität 
für bestimmte Zellen oder Gewebe. 

Alternativ kann man hohle Nanopartikel (Nano- 
kapseln) einsetzen, um kleinere Moleküle zu trans- 
portieren. Solche Nanokapseln müssen aus biokom- 
patiblen Materialien wie Polyethylenimin (PEI) oder 
Chitosan bestehen. Letzteres wird zurzeit häufig ein- 
gesetzt, es ist natürlicher Herkunft und biologisch 
abbaubar. Chitin ist ein ß-1,4-verknüpftes Polymer 
aus N-Acetyl-D-glucosamin, das in Zellwänden von 
Insekten und Pilzen vorkommt. Es ist nach der Cel- 
lulose das am häufigsten vorkommende Biopolymer. 
Aus Chitin lässt sich Chitosan herstellen, indem man 
durch Alkalibehandlung alle Acetylgruppen des Chi- 
tins entfernt. 

Ein interessanter Ansatz verbindet zwei zurzeit 
aktuelle Technologien: die Nutzung von Nanokapseln 
für den Transport von siRNA (kurze interferierende 
RNA). Die gezielte Verabreichung von siRNA löst 
RNA-Interferenz aus, die zur Zerstörung einer Ziel- 
mRNA führt (s. Kap. 5). Die siRNA kann mRNA von 


Genen zum Ziel haben, die hauptsächlich in Krebs- 
zellen exprimiert werden oder die für bestimmte 
Viren charakteristisch sind. 


Hohle Nanopartikel lassen sich einsetzen, um DNA, 
RNA oder Protein gezielt an ihren Bestimmungsort 
zu bringen. 


Nanopartikel in der 
Krebstherapie 


Tumorzellen können durch toxische Chemikalien 
oder durch lokale Hitzeeinwirkung zerstört werden. 
In beiden Fällen ist das Ziel, die wirksamen Agenzien 
gezielt zu den Krebszellen zu bringen, um gesundes 
Gewebe zu schützen. Werden toxische Substanzen 
eingesetzt, muss das Reagens nicht nur spezifisch 
zum Bestimmungsort transportiert werden, sondern 
darf auch nicht in das umliegende Gewebe diffundie- 
ren. Beides lässt sich realisieren, indem man hohle 
Nanopartikel für den Transport einsetzt. Nanoparti- 
kel können Tumore zum Ziel haben, indem man sie 
mit spezifischen Rezeptoren oder reaktiven Gruppen 
koppelt. Diese werden so gewählt, dass sie Proteine 
erkennen, die ausschließlich oder hauptsächlich auf 
der Oberfläche der Krebszellen vorkommen. Ziel ist 
eine orale Verabreichung dieser Nanopartikel. 

Problematisch ist die Diffusion, doch sie lässt 
sich auf ein gewisses Maß beschränken, indem Na- 
nopartikel konstruiert werden, die den Wirkstoff 
nur langsam freisetzen. Eine sinnvolle Alternative 
ist die Herstellung eines toxischen Wirkstoffes in- 
nerhalb des Nanopartikels, nachdem dieser in die 
Krebszelle geschleust wurde. Bei der photodyna- 
mischen Krebstherapie entsteht Singulettsauerstoff, 
indem ein Laser einen photosensitiven Farbstoff an- 
geregt hat. Der Singulettsauerstoff ist hoch reaktiv 
und zerstört durch die Oxidation von Lipiden vor 
allem biologische Membranen. Nach der Diffusion 
aus dem Nanopartikel heraus, reagiert der toxische 
Sauerstoff so schnell, dass er die Krebszelle nicht 
verlässt (Abb. 7.11). 

Nanopartikel lassen sich auch einsetzen, um 
Krebszellen durch lokale Hitzeeinwirkung abzutöten. 
Eine Möglichkeit ist die Verwendung eines magneti- 
schen Kerns. Ein wechselndes Magnetfeld liefert die 
Energie und heizt die Nanopartikel auf eine Tempe- 


7 
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7.11 Nanopartikel für die Frei- 
setzung von Singulettsauerstoff 
Der Laser, der Licht im Nah- 
Infrarot-Bereich abstrahlt, regt den 
Farbstoff an, der Teil des Nanopar- 
tikels ist. Die Energieübertragung 
auf die leichtempfindliche Subs- 
tanz mittels FRET (Fluoreszenz-Re- 
sonanz-Energie-Transfer) wandelt 
normalen (Triplett-)Sauerstoff in 
Singulettsauerstoff um. 


ratur auf, die für Säugerzellen tödlich ist. Eine andere 
Möglichkeit ist der Einsatz von Nanokapseln, deren 
Kern (häufig aus Siliziumdioxid) von einer dünnen 
Metallschicht (z.B. aus Gold) umgeben ist. Durch 
Veränderung des Kerndurchmessers und der Dicke 
der Metallschicht ist es möglich, solche Nanopartikel 
so einzustellen, dass sie aus jedem Bereich des Spek- 
trums, angefangen bei UV-Licht über den sichtbaren 
Bereich bis hin zum Infrarot, Licht absorbieren. Da 
lebende Gewebe am wenigsten im Nah-Infrarot-Be- 
reich absorbieren, werden die Nanopartikel so konst- 
ruiert, dass sie Strahlungsenergie aus diesem Bereich 
des Spektrums absorbieren. Eine Bestrahlung mit 
den entsprechenden Wellenlängen heizt auf diese 
Weise das umgebende Gewebe auf. 


Nanopartikel lassen sich einsetzen, um Krebszellen 
durch lokale Hitzeeinwirkung oder Freisetzung eines 
toxischen Produkts abzutöten. 


Zusammenbau von 
Nanokristallen durch 
Mikroorganismen 


Seit vielen Jahren ist bekannt, dass Bakterien eine 
Vielzahl von metallischen Elementen anreichern und 
sie, in der Regel durch Oxidation oder Reduktion, 
chemisch modifizieren. So können Bakterien z.B. Se- 


organisch veränderte —— 
Nanopartikel 
aus Siliziumdioxid e 


angeregter Farbstoff 7 —>\ 
aggregiert 


FRET zur 
lichtempfindlichen 
Substanz 


30, 


Zerstörung 
der Membran 


len- oder Telluranionen anreichern und zu elemen- 
tarem Selen oder Tellur reduzieren, die entweder als 
Präzipitat auf der Zelloberfläche oder im Zellinneren 
abgelagert werden. Bestimmte Arten des Bakteriums 
Pseudomonas, die in metallkontaminierten Böden 
vorkommen, und auch der Pilz Verticillium können 
Nanokristalle aus Silber bilden. 

Wie man erst kürzlich entdeckte, fallen Partikel 
aus Cadmiumsulfid mit einer Größe von 2 bis 5nm 
aus, wenn Escherichia coli in einem cadmiumchlorid- 
und natriumsulfidhaltigen Medium kultiviert wird. 
Mit anderen Worten: Bakterien „synthetisieren“ auf 
biologischem Wege Halbleiternanokristalle. 

Noch raffinierter ist die Anwendung eines Pha- 
gen-Displays für die Selektion von Peptiden, die 
Halbleiternanokabel aufbauen können. Wie in Ka- 
pitel 9 beschrieben, ist das Phagen-Display eine 
Methode, mit deren Hilfe sich Peptide selektieren 
lassen, die an bestimmte, ausgewählte Zielmoleküle 
binden. DNA-Abschnitte, die eine Bibliothek aus 
Peptidsequenzen codieren, werden mit einem Gen 
für ein Hüllprotein eines Bakteriophagen fusioniert. 
Die zusätzliche Sequenz wird entweder an den C- 
oder N-Terminus des Proteins geheftet, wo sie die 
normale Funktion des Hüllproteins nicht stört. Wird 
das Hybridprotein in das Phagencapsid eingebaut, 
dann werden die entsprechenden Peptide auf der 
Außenseite des Phagenpartikels präsentiert. Die Pha- 
genbibliothek wird anschließend auf die Bindung an 
ein Zielmolekül hin untersucht und die bindenden 
Phagen weiter analysiert. 

Phagen-Display-Bibliotheken wurden auch mit 
dem Ziel durchsucht, Peptide zu finden, die an ZnS- 
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Wildtyp des Bakteriophagen M13 


A 


Proteini Screening der Phagen- 


bibliothek nach einem 
CdS-bindenden Peptid 


veränderter Bakteriophage M13 


oO 


Protein VIII, das 
SLTPLTTSHLRS 
präsentiert 


Zugabe von CdS 


7.12 Zusammenbau eines Nanokabels durch einen 
Bakteriophagen 

Das Phagen-Display liefert gentechnisch veränderte Vari- 
anten des M13-Hüllproteins (Protein VIII), mit eingebauten 
Peptiden. Einige dieser Peptide vermögen CdS zu binden. 
In Anwesenheit von CdS-Kristallen bildet sich auf der 
Oberfläche des Bakteriophagen ein Nanokabel. 


oder CdS-Nanokristalle binden. Für die Fusion mit 
dem Peptid verwendete man das Protein VIII aus 
dem Bakteriophagen M13. ZnS wurde durch das Pep- 
tid VISNHAGSSRRL gebunden und CdS von dem 
Peptid SLTPLTTSHLRS. Da das Capsid des Bakte- 
riophagen mehrere Kopien des Hüllproteins enthält, 
werden auch viele Kopien des Peptids präsentiert. 
Auf der Phagenoberfläche ordnen sich also mehrere 
Nanokristalle an und da M13 ein filamentöser Phage 
ist, ist das Ergebnis ein Halbleiterkabel (Abb. 7.12). 


Nanokristalle und Nanokabel können auch von 
nichtmodifizierten Bakterien oder durch den Ein- 
satz raffinierter Phagen-Display-Verfahren zusam- 
mengesetzt werden. 


Nanoröhrchen 


Nanoröhrchen aus Kohlenstoff sind Zylinder, die aus 
reinem Kohlenstoff bestehen und einen Durchmes- 
ser zwischen 1 bis 50nm und eine Länge von bis zu 
10 um haben. Reiner, elementarer Kohlenstoff liegt 
in Diamanten oder als Graphit vor. Im Diamanten 
ist jedes C-Atom kovalent mit vier anderen Kohlen- 
stoffatomen verbunden, sodass ein dreidimensiona- 
les, extrem stabiles, tetraedrisches Kristallgitter ent- 
steht. Graphit besteht dagegen aus flachen Lagen von 
hexagonal angeordneten C-Atomen. Innerhalb der 
Graphitschichten ist jedes C-Atom kovalent mit drei 
Nachbaratomen verbunden. Die Lagen verschieben 
sich seitwärts übereinander, weil sich zwischen den 
Atomen der einzelnen Schichten keine Bindungen 
ausbilden. 

Um ein Nanoröhrchen herzustellen, wird eine 
einzelne Graphitschicht zu einem Zylinder aufge- 
rollt. Die Schichten können gerade oder in einem 
bestimmten Winkel zum Kohlenstoffgitter gerollt 
sein und Röhrchen mit unterschiedlichen Durch- 
messern bilden. Abhängig vom Durchmesser und 
der angelegten Spannung, können die Nanoröhrchen 
als metallische Leiter oder Halbleiter fungieren. Es 
überrascht nicht, dass die Röhrchen in der Elektronik 
reichlich Anwendung finden, ein Thema, das den 
Rahmen dieses Buches allerdings sprengen würde. 

In der Biotechnologie steht der Einsatz der Nano- 
röhrchen noch am Anfang, doch zukünftig sollen 
andere Biomoleküle wie Enzyme, Hormonrezeptoren 
oder Antikörper mit der Oberfläche der Röhrchen 
verknüpft werden. Ein Ziel ist, Biosensoren zu kon- 
struieren, bei denen z.B. die Wechselwirkung eines 
Antikörpers mit seinem Antigen das elektrische Ver- 
halten des Nanoröhrchens ändert. Die Bindung von 
Hormonen, Pathogenen, Verunreinigungen usw. soll 
ein elektrisches Signal generieren. 

Eines der wichtigsten Probleme bei der Kopplung 
der Röhrchen an Proteine ist die Hydrophobizität der 
Nanoröhrchenoberfläche. Eine Lösung ist, zunächst 
die Oberfläche durch die Zugabe von nichtionischen 
Detergenzien wie Triton-X100 zu verändern. Der hy- 
drophobe Bereich des Detergens bindet an die Röhr- 
chenoberfläche und die hydrophile Region bindet 
die Proteine. Alternativ lassen sich auch chemische 
Reagenzien einsetzen, die mit der Kohlenstoffober- 
fläche reagieren und Seitenketten ausbilden, die re- 
aktive funktionelle Gruppen tragen. Proteine können 
dann durch eine Reaktion mit diesen Gruppen an- 
gehängt werden (Abb.7.13). Die Konstruktion von 
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Maschinen durch die Kombination von biologischen 
Molekülen mit Nanoröhrchen steckt noch in den 
Kinderschuhen, doch der Fortschritt auf diesem Ge- 
biet ist rasant. 


Es lassen sich hohle Nanoröhrchen herstellen, die 
verschiedene, biologisch nützliche Seitenketten 
tragen. 


7.13 Die Verknüpfung von Nanoröhrchen mit funktionellen organischen Gruppen 

a Nanoröhrchen aus Kohlenstoff werden mit Säure behandelt, um sie zu reinigen und um Carboxylgruppen herzustellen. 
b Alternativ können sie mit Aminosäurederivaten und Aldehyden reagieren, um komplexere hydrophile Gruppen mit der 
äußeren Oberfläche zu verknüpfen. Aus: Bianco, Kostarelos und Prato (2005) Applications of carbon nanotubes in drug 
delivery. Curr Opin Chem Biol 9: 674-679. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung. 


Exkurs 7.2 


Magnetosomen: natürliche, magnetische Nanopartikel 


aus Bakterien 


Natürlich vorkommende, magnetische Nanopartikel wer- 
den von magnetotaktischen Bakterien wie Magnetospiril- 
lum gebildet. Diese Mikroorganismen können Magnetfel- 
der wahrnehmen und orientieren sich an ihnen. Die Orga- 
nismen enthalten Magnetosomen, die aus Kristallen aus 
magnetischem Eisenoxid (Magnetit, Fe,0,) in Nanogröße 
oder, was seltener der Fall ist, aus Eisensulfid (Greigit, 
Fe,S,) bestehen, eingehüllt in Protein. Die Magnetoso- 
men ordnen sich entlang der Zellachse in einer Reihe an. 
Die Synthese der Proteinhülle und die Mineralisierung 
des magnetischen Kerns werden genetisch kontrolliert. 
Zumindest in einigen Fällen bilden Gene, die für die Bil- 
dung von Magnetosomen verantworlich sind, auf dem 
bakteriellen Chromosom Cluster. 


Es ist möglich, andere Moleküle mit der Außenseite 
eines Magnetosoms zu verbinden, indem man die Pro- 
teinhülle der Magnetosomen gentechnisch verändert. 
Im Labor von Dr. Tadashi Matsunaga der University of 
Agriculture and Technology in Tokyo wurde das Gen für 
das Mms16-Protein von Magnetospirillum magneticum 
mit den Genen für Luciferase und den Dopaminrezeptor 
fusioniert. Die fusionierten Proteine wurden auf der Ober- 
fläche des Magnetosoms präsentiert. Nach der Zerstö- 
rung der Bakterienzelle konnte man die Magnetosomen, 
die die Fremdproteine trugen, durch magnetische Wech- 
selwirkungen isolieren. Dadurch wird die Analyse mem- 
brangebundener Rezeptoren wie denen des menschli- 
chen Nervensystems erleichtert. 
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Antibakterielle 
Nanoschichten 


Nanoschichten werden durch viele Nanoröhrchen 
gebildet, die so nebeneinander ausgerichtet sind, 
dass die Achsen ihrer Zylinder parallel zueinander 
stehen. Nanoschichten, die Farben verändern und 
Bakterien abtöten, wurden aus speziell konstruier- 
ten Lipiden geschaffen, die sich in Abhängigkeit 
von den Bedingungen zu einer Vielzahl von Nano- 
strukturen zusammenlagern. In Wasser entstehen 
Nanoröhrchen. Durch partielle Rehydrierung ge- 
trockneter Nanoröhrchen lagern sich die Röhrchen 
Seite an Seite nebeneinander, und es bildet sich eine 
Nanoschicht. 

Das Lipid besteht aus einer langen Kohlenwas- 
serstoffkette (C,,) mit einer Diacetylengruppe in 
der Mitte. Ein einzelnes Nanoröhrchen hat einen 
Durchmesser von etwa 100 nm und ist etwa 1000 nm 
lang. Die Wände der Nanoröhrchen bestehen aus 
fünf Lipiddoppelschichten. Beide, sowohl die einzel- 
nen Lipidmoleküle als auch die zusammengesetzte 
Schicht, töten Bakterien ab. Wie andere langkettige 
Aminoverbindungen auch, wirken sie als Detergen- 
zien und zerstören die Zellmembran. Somit stellt die 
Nanoschicht eine Oberfläche dar, die für Bakterien 
tödlich ist. Diese Eigenschaft könnte sehr nützlich 
sein für die Anwendung der Nanoschichten in der 
Biomedizin. 

Diacetylenverbindungen haben die interessante 
Eigenschaft, ihre Farbe zu verändern. Zu Beginn 
ist die Nanoschicht weiß, trifft jedoch UV-Licht 
auf, färbt sich die Schicht in tiefes Blau. Die UV- 
Strahlung führt zu Quervernetzungen zwischen 
den Acetylengruppen und benachbarten Molekülen 
und die Polymerisierung stabilisiert die Schicht. 
Blaue Nanoschichten verändern ihre Farbe als Re- 
aktion auf eine Vielzahl von Substanzen. Deter- 
genzien und Säuren färben sie von blau nach rot 
oder gelb, und die Anwesenheit von Bakterien wie 
E. coli ergibt Rot- oder Rosatöne. Solche Materi- 
alien ließen sich sowohl als Biosensoren als auch 
zum Schutz gegen bakterielle Kontamination ein- 
setzen. 


Nanoröhrchen lassen sich zu Schichten arrangie- 
ren, und es entstehen Oberflächen, die antibakteri- 
ell wirken oder als Biosensoren eingesetzt werden 
können. 


Nachweis von Viren 
durch Nanokabel 


Nanokabel haben einen Durchmesser im Nanobe- 
reich, doch sie können mehrere Mikrometer lang 
sein. Sie können metallisch sein und als elektrische 
Leiter dienen, oder sie bestehen aus halbleitenden 
Materialien. 

Aus Silizium-Halbleiternanokabeln lassen sich 
Biosensoren herstellen. Die Kabel können mit An- 
tikörpern beschichtet werden, die spezifisch an ein 
Virus binden. Die Bindung verändert die Leitfähig- 
keit des Nanokabels. Bei einem Siliziumnanokabel 
vom P-Typ nimmt die Leitfähigkeit ab, wenn die 
Oberflächenladung auf dem Viruspartikel positiv ist. 
Umgekehrt nimmt sie zu, wenn die Virenoberfläche 
negativ geladen ist. Durch diesen Ansatz lassen sich 
einzelne Viren nachweisen (Abb. 7.14). Außerdem 
ist es möglich, eine einzelsträngige DNA an dem 
Nanokabel zu befestigen. In diesem Fall wird die 
Leitfähigkeit durch die Bindung des komplementä- 
ren Stranges verändert. Zu den zukünftigen Anwen- 
dungen gehören sowohl klinische Tests als auch die 
Verwendung als Sensoren für die Überwachung von 
Lebensmitteln, Wasser und der Atmosphäre, um die 
Gesundheit der Bevölkerung zu sichern. 


Sensoren aus Nanokabeln vermögen einzelne Viren 
spezifisch nachzuweisen. Die Bindung eines Virus- 
partikels verändert die Leitfähigkeit des Kabels. 


Ionenkanäle als 
Nanosensoren 


Komplexer als Nanoröhrchen und Nanokabel sind 
Ionenkanäle im Nanomaßstab, die in Membranen 
eingebaut werden. Diese Kanäle lassen sich so regu- 
lieren, dass Ionen sie nur unter bestimmten Bedin- 
gungen passieren können. Der Ionenstrom erzeugt 
einen elektrischen Strom, der von einer entspre- 
chenden Apparatur registriert, verstärkt und darge- 
stellt wird. 

Ionenkanäle lassen sich als Biosensoren einsetzen, 
indem man eine Bindungsstelle für ein Zielmolekül 
an den Kanaleingang heftet. Wie in Kapitel 23 be- 
schrieben, werden häufig Antikörper als Bindungs- 
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7.14 Biosensoren aus Nanokabeln 

a Ein einzelnes Viruspartikel bindet an die Oberfläche eines SINW-Nanokabels, das mit einem Antikörper beschichtet ist, 
und löst sich wieder. Für jeden Schritt ist die entsprechende Veränderung der Leitfähigkeit des Kabels gezeigt. b Leitfä- 
higkeit und optische Daten nach Zugabe des Influenza-A-Virus. c Schema der Detektion vieler verschiedener Viren. Für 
alle drei Kanäle, die für verschiedene Viren spezifisch sind, wird die Veränderung der Leitfähigkeit über die Zeit gleichzei- 
tig ermittelt und aufgetragen. NW1 reagiert auf das Influenza-A-Virus und NW3 auf das Adenovirus. Der NW2-Kanal wurde 
hier nicht eingesetzt. Die schwarzen Pfeile 1-4 zeigen die Zeitpunkte an, an denen das Adenovirus, das Influenza-A-Virus, 
Puffer und ein Gemisch der beiden Viren im Verhältnis 1:1 zugegeben wurden. Die roten und blauen Pfeile zeigen Verän- 
derungen der Leitfähigkeit an, aufgrund einer Diffusion von Viruspartikeln vorbei am Nanokabel und ohne eine spezifische 
Bindung der Viren. Mit freundlicher Genehmigung von Charles M. Lieber, Harvard University, Cambridge, MA. 
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stellen verwendet (s. Abb.23.16). Das einfachste 
Modell ist ein Kanal, der in Abwesenheit des Ziel- 
moleküls offen ist, und der geschlossen ist, wenn das 
Molekül gebunden hat. Eine Abnahme des Ionenstro- 
mes signalisiert dann die Bindung des Zielmoleküls. 

Zurzeit werden Ionenkanäle mit modifizierten 
biologischen Komponenten entwickelt. Der Io- 
nenkanal selbst kann aus dem Peptidantibiotikum 
Gramicidin A bestehen (das durch das Bakterium 
Bacillus brevis synthetisiert wird). Dieses Molekül 
transportiert einwertige Kationen insbesondere Pro- 
tonen und Natriumionen. Natürliches Gramicidin 
durchspannt die Hälfte einer normalen Biomembran. 
Wenn zwei Gramicidinmoleküle aufeinandertreffen 
und sich zusammenlagern, bildet sich für kurze Zeit 
ein membrandurchspannender Kanal (Abb. 7.15). 
Dauerhafte Kanäle entstehen, wenn zwei Gramici- 
dinmoleküle kovalent miteinander verbunden sind. 
Bis zu 10’ Ionen strömen pro Sekunde durch einen 
einzigen Kanal, wodurch ein elektrischer Strom im 
Picoampérebereich entsteht, der sich leicht messen 
lässt. Alternativ kann man auch die Veränderung des 
pH-Wertes messen, die sich aus der Wanderung der 
Protonen durch den Kanal ergibt. Möglich ist dies 
durch einen optischen Sensor und einen fluoreszie- 
renden pH-Indikator. 

Indem man einen geeigneten Liganden mit einem 
Ende des Gramicidinmoleküls verknüpft, sodass er 
aus der Membranoberfläche ragt, werden die Ka- 
näle für bestimmte Stimuli empfindlich gemacht. 
Der Ligand bindet das Zielmolekül. Er kann ein 
Antigen oder ein kleines Molekül sein, das von ei- 
nem Antikörper oder einen Proteinrezeptor erkannt 
wird. Auch kann ein einzelsträngiger DNA-Abschnitt 
gebunden werden, der die komplementäre Sequenz 
erkennt und bindet. Biosensoren lassen sich daher so 
konstruieren, dass sie auf viele verschiedene Biomo- 
leküle reagieren. 

Die Membran selbst kann eine Lipiddoppel- 
schicht sein, auf der Basis von natürlichen Membran- 
lipiden. Typische Phospholipide durchspannen nur 
die Hälfte der Membran (d.h. eine Einfachschicht), 
die beiden Einfachschichten verschieben sich daher 
gegeneinander. Die Membran lässt sich stabilisieren, 
indem Lipide einbaut werden, die sich durch die 
gesamte Membran ziehen. Solche Lipide sind natür- 
licher Herkunft und in bestimmten Archaebakterien 
zu finden, oder sie können künstlich hergestellt wer- 
den. Die Lipiddoppelschichten sind relativ instabil 
und müssen in der Praxis auf einem festen Träger 
zusammengesetzt werden. Die Herstellung einer sta- 
bilen und dauerhaften Membranstruktur erweist sich 


Membran 


=> 


7.15 Natürliche und modifizierte Gramicidin-lonen- 
kanäle 

Gramicidin bildet einen membrandurchspannenden Kanal 
für Na*- und K*-lonen. a Natürliche Gramicidinkanäle 
bilden sich, wenn sich zwei Gramicidinmoleküle in der 
Membran zusammenlagern. b Zwei Gramicidinmoleküle, 
die durch einen photosensitiven Linker verbunden sind 
(c). Die Lichtabsorption verändert die Konformation der 
N=N-Bindung (rot) des Linkers von cis nach trans und 
öffnet bzw. schließt den Kanal. d Die Kanäle werden durch 
Blockierungsgruppen geöffnet oder geschlossen (blaue 
Kugeln), die über photosensitive Linker mit jedem Grami- 
cidinmonomer verbunden sind. 
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als schwierig und Ionenkanalsensoren befinden sich 
noch im Entwicklungsstadium. 


lonenkanalsensoren öffnen oder schließen sich als 
Reaktion auf die spezifische Bindung eines Mole- 
küls. Sie lassen sich für den Nachweis von Zielmo- 
lekülen einsetzen. 


Gentechnische Veränderung 
von DNA im Nanomaßstab 


In der klassischen Gentechnik wird die DNA-Se- 
quenz gezielt verändert, um neue Kombinationen 
genetischer Information zu schaffen. Und auch wenn 
die DNA im größeren Maßstab umorganisiert wird, 
so bleibt sie doch eine lineare, doppelsträngige Helix 
mit Basenpaaren. 

Die gentechnische Veränderung im Nanomaßstab 
hat die Herstellung von Strukturen zum Ziel, bei 
denen DNA als Strukturelement dient, und nicht 
die Veränderung der genetischen Information selbst. 
DNA ist in dieser Hinsicht sehr attraktiv, weil die 
Doppelhelix ein leicht handhabbares Modul darstellt. 
Außerdem lässt sich die natürliche Eigenschaft der 
Basenpaarung nutzen, um zwei DNA-Moleküle mit- 
einander zu verbinden. Um dreidimensionale Struk- 
turen zu schaffen, ist allerdings eine Verzweigung 
der DNA notwendig. Verzweigte Strukturen entste- 
hen zwar auch in der Natur (z.B. bei der Holliday- 
Struktur, die sich während der Rekombination durch 
Crossing-over bildet), doch sind sie nicht stabil und 
dauerhaft. 

Kreuzförmige DNA lässt sich herstellen, indem 
man vier sorgfältig konstruierte Einzelstränge mit 
unterschiedlichen Sequenzen mischt. Jeder Strang bil- 
det über die Hälfte seiner Länge Basenpaare mit zwei 
anderen Strängen aus (Abb. 7.16). Besitzen die beiden 
ursprünglichen Stränge zwei kohäsive Enden, können 
die beiden Kreuze zu einer zweidimensionalen Matrix 
verbunden werden. Die Einzelstrangbrüche können, 
falls erwünscht, mit DNA-Ligase geschlossen werden. 
Die Prinzipien für die Herstellung der Verzweigung 
lassen sich auch auf die dritte Dimension übertragen, 
wodurch kubische DNA-Gitter entstehen. 

Die DNA-Doppelhelix hat einen Durchmesser 
von etwa 2nm und eine Windung umfasst etwa 
3,5 nm. DNA lässt sich daher für die Herstellung von 
Gerüsten im Nanomaßstab einsetzen. Diese können 


a l 
C-G 
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CSG 
A.T 
A-T 
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GCACGAGT TGATACCG 
1 CGTGCTCA ACTATGGC 


na->>ann 
an>--naa 


7.16 Verzweigte DNA aus vier einzelnen Strängen 

a Ein verzweigtes DNA-Molekül mit vier Armen. Vier ver- 
schiedene Stränge (mit vier Farben dargestellt) werden 
miteinander kombiniert und es entsteht ein Molekül mit 
vier Armen (I, Il, Ill und IV). Der Verzweigungspunkt dieses 
Moleküls ist stabil. b Die Bildung eines zweidimensionalen 
Gitters aus vierarmigen Molekülen mit kohäsiven Enden. 
X und Y sind kohäsive Enden und X’ und Y’ sind die ih- 
nen entsprechenden Enden. Vier Monomere lagern sich 
parallel aneinander und es entsteht eine Gitterstruktur. 
DNA-Ligase schließt die Einzelstrangbrüche im Gitter. Aus 
Seeman (1999) DNA engineering and its application to na- 
notechnology. Trends Biotechnol 17: 437. Nachdruck mit 
freundlicher Genehmigung. 


wiederum verwendet werden, um andere Bestand- 
teile wie metallische Nanokabel oder Nanoschalt- 
kreise zusammenzusetzen. Während die DNA über 
lange Strecken flexibel ist, ist sie im Nanomaßstab 
(bis zu ca. 50 nm) jedoch relativ starr. 

Solche kreuzförmigen DNA-Moleküle (und die 
dreidimensionalen Produkte) haben den Nachteil, 
dass die Kreuzungen flexibel sind und keinen festen 
90°-Winkel haben. Um hier Abhilfe zu schaffen, wur- 
den steifere DNA-Moleküle mit doppeltem Crossing- 
over (DX-DNA-Moleküle) konstruiert. Grundlage 
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7.17 Starre DNA-Nanomodule 

Aus Molekülen mit doppeltem Crossing-over (DX-Mole- 
külen) lassen sich Netzwerke herstellen. aDAE und DAO 
sind zwei antiparallele DX-Isomere. DAE + J ist ein DAE- 
Molekül, bei dem eine zusätzliche Kreuzung den Einzel- 
strangbruch im grünen Strang von DAE ersetzt. b Zweidi- 
mensionales Netzwerk aus DX-Molekülen. Komplementäre 
kohäsive Enden sind durch komplementäre geometrische 
Formen dargestellt. A ist ein herkömmliches DX-Molekül, 
B* ist dagegen ein DX + J-Molekül mit einer vertikal her- 
ausragenden DNA-Haarnadelstruktur (schwarzer Punkt). 
Aus Seeman (1999) DNA engineering and its application 
to nanotechnology. Trends Biotechnol 17: 437. Nachdruck 
mit freundlicher Genehmigung. 


sind hier zwei Isomere der antiparallelen DX-DNA, 
mit einer ungeraden (DAO) oder geraden (DAE) 
Zahl an halben Drehungen zwischen den Crossing- 
over-Stellen (Abb. 7.17). (Es gibt auch Moleküle mit 
doppeltem Crossing-over und parallelen Strängen, 
doch sie sind aus struktureller Sicht nicht so gut geeig- 
net.) DAE und DAO-Einheiten lassen sich zu einem 
starren Netzwerk zusammenfügen, wenn geeignete 
kohäsive Enden vorhanden sind. Und es ist möglich, 
den zentralen, kurzen DNA-Strang der DAE-Struktur 
durch einen längeren Strang zu ersetzen, der aus dem 
Netzwerk herausragt (DAE + J). Dadurch können 
verzweigte Strukturen geschaffen werden. 

Welches Ziel verfolgt man mit der Herstellung von 
Netzwerken und dreidimensionalen Strukturen aus 
DNA? Der plausibelste Grund ist die mögliche Ver- 
wendung der DNA als Gerüst für den Zusammenbau 


elektronischer Schaltkreise im Nanomaßstab. Bislang 
wurde nichtverzweigte DNA als Gerüst eingesetzt, um 
lineare Nanokabel aus Metall herzustellen. Verschie- 
dene Metalle (Gold, Silber, Kupfer, Palladium, Platin) 
bildeten eine Hülle um die DNA, und die Durch- 
messer variierten von 3 bis 100 nm. Es sollte letztlich 
möglich sein, diese beiden Ansätze miteinander zu 
kombinieren und Schaltkreise aus metallumhüllten, 
dreidimensionalen DNA-Strukturen zu konstruieren. 


DNA lässt sich auch als strukturgebendes Molekül 
betrachten. Es ist möglich, dreidimensionale Netz- 
werke aus DNA herzustellen, deren Sequenz so ge- 
zielt synthetisiert wurde, dass sich diese verzweigten 
Strukturen bilden. Solche DNA-Strukturen lassen 
sich als Gerüst verwenden, um metallische Kabel 
und Schaltkreise im Nanomaßstab herzustellen. 


Mechanische 
DNA-Nanomaschinen 


Eine weitere, eher futuristische Anwendung für drei- 
dimensionale DNA-Strukturen ist die eines Gerüs- 
tes für mechanische Nanomaschinen. Notwendige 
Bestandteile einer solchen Maschine sind sich be- 
wegende Teile. Etliche Prototypen solcher „DNA- 
Maschinen“ wurden entworfen oder konstruiert und 
verdeutlichen das Konzept. Alle beruhen auf reversib- 
len Veränderungen in der Konformation einer DNA- 
Struktur, die durch Veränderungen der Basenpaa- 
rung angetrieben wird. Verursacht werden können 
sie durch eine Modifikation der physikalischen Be- 
dingungen (Hitze, Salz usw.) oder durch die Addition 
von einzelsträngigen DNA-Abschnitten (Abb. 7.18). 
Wird anfangs ssDNA eingesetzt, dann gibt man ei- 
nen weiteren Einzelstrang zu, der komplementär zu 
dem ersten ist, sodass sich die Maschine wieder in 
die Ausgangsposition zurück bewegt. Das Ergebnis 
ist ein mechanischer Kreislauf, der sich im Grunde 
genommen einsetzen lässt, um eine bestimmte Auf- 
gabe zu erfüllen. Die beiden ssDNA-Molekiile sind 
eine Art „Treibstoff“ und das Abfallprodukt ist eine 
doppelstrangige DNA, die aus den beiden ssDNA- 
Treibstoff-Elementen besteht. (Dieses Schema beruht 
nicht auf der Spaltung von kovalenten Bindungen. 
Es ist daher keine enzymatische Reaktion und un- 
terscheidet sich von der Verwendung von DNA als 
Desoxyribozym, wie in Kapitel 5 beschrieben.) 
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7.18 Prototyp einer DNA-Maschine 

Ein DNA-Nanomotor, entworfen von J. J. Li und W. Tan. 
Die aufeinanderfolgende Addition von komplementären 
DNA-Strängen (markiert mit a und ß) verursachte eine 
Konformationsänderung. Der DNA-Nanomotor wechselt 
zwischen einer gefalteten Quadruplexstruktur und einer 
doppelsträngigen Struktur. Der Nanomotor dehnt sich aus 
und kontrahiert in einer wurmähnlichen Bewegung. Aus Ito 
und Fukusaki (2004) DNA as a nanomaterial. / Mo/ Cataly- 
sis B: Enzymatic 28: 155-166. Nachdruck mit freundlicher 
Genehmigung. 


DNA wurde auch für den Einsatz als Gerüst für 
Nanomaschinen vorgeschlagen. Prototypen wurden 
bereits hergestellt, anhand derer man das Konzept 
überprüft hat. 


Kontrollierte Denaturierung 
von DNA durch 
Nanopartikel aus Gold 


Die DNA-Hybridisierung wird sowohl im Labor 
als auch in der klinischen Diagnose häufig für den 
Nachweis von Zielsequenzen eingesetzt. Bevor eine 
Hybridisierung stattfinden kann, muss die DNA- 
Doppelhelix zu Einzelsträngen denaturiert werden. 


Dieses geschieht durch das Erhitzen der gesamten 
DNA. Durch die Fortschritte in der Nanotechnologie 
ist es zukünftig vielleicht möglich, einzelne DNA- 
Moleküle gezielt dissoziieren zu lassen. 

Dazu lagern sich Nanopartikel mit einer Größe 
von etwa 1,4nm und bestehend aus weniger als 100 
Goldatomen an die doppelsträngige DNA. Wird 
diese Struktur Radiowellen ausgesetzt (die durch 
ein wechselndes Magnetfeld entstehen), wirkt das 
Gold als eine Art Antenne. Es absorbiert Energie 
und heizt die DNA-Moleküle auf, mit denen es ver- 
bunden ist. Die Doppelhelix wird zu Einzelsträngen 
aufgeschmolzen. Die Hitze breitet sich über einen 
Bereich von etwa 10nm aus, sodass die umgeben- 
den Moleküle nicht beeinflusst werden. Sie klingt 
innerhalb von weniger als 50 Picosekunden ab, so- 
dass die DNA schnell zwischen einem einzelsträngi- 
gen und einem doppelsträngigen Zustand wechseln 
kann, wenn das Magnetfeld an- und ausgeschaltet 
wird. Das Verfahren lässt sich auf dsDNA anwen- 
den, die aus zwei getrennten Einzelsträngen besteht 
(Abb. 7.19), oder auf Stamm-Schleife-Strukturen, 
die durch die Faltung eines einzelnen Stranges ent- 
stehen. 

Praktische Anwendungen werden sich erst in der 
Zukunft ergeben. Da Radiowellen jedoch lebendes 
Gewebe sehr effizient durchdringen, könnte es mög- 
lich sein, das Verhalten einzelner DNA-Moleküle von 
außen zu steuern. Metallantennen unterschiedlicher 
Materialien oder Größen könnten eingesetzt werden, 
um verschiedene DNA-Moleküle auf Radiowellen 
unterschiedlicher Frequenzen einzustellen. 


Durch die Anlagerung von metallischen Antennen 
lässt sich DNA mithilfe von Radiowellen schmelzen. 
Es könnte zukünftig möglich sein, das Verhalten 
von DNA von außen zu steuern. 


Kontrollierte Veränderung 
der Proteinstruktur durch 
DNA 


Allosterische Proteine verändern ihre Struktur als 
Reaktion auf die Bindung von Signalmolekülen (al- 
losterischen Effektoren) an einer spezifischen Stelle 
im Molekül. Wesentlich bei der allosterischen Kon- 
trolle ist, dass die Veränderung der Struktur im 
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Agarose- 
 kügelchen 


Protein übertragen wird und sich an einer anderen 
Stelle des Moleküls auswirkt. Bei allosterischen En- 
zymen verändert die Bindung eines allosterischen 
Effektors an einer entfernt liegenden Stelle die Kon- 
formation des aktiven Zentrums und kann dessen 
Affinität für das Substrat beeinflussen. Auf diese 
Weise werden einige Enzyme als Reaktion auf ein 
Signalmolekül aktiviert oder inaktiviert. So wird die 
Phosphofructokinase z.B. durch hohe Konzentrati- 
onen von AMP aktiviert, da AMP einen Mangel an 
Energie signalisiert. Durch die Aktivierung erhöht 
sich der Fluss von Metaboliten durch die Glykolyse. 
In ähnlicher Weise verändern viele DNA-bindende 
Proteine wie Repressoren und Aktivatoren ihre Ge- 
stalt, nachdem sie kleine Signalmoleküle gebunden 
haben. 

Es ist möglich, die Struktur eines Proteins auch 
künstlich durch die Anwendung einer mechanischen 
Kraft zu verändern. Zeigen konnte man dies durch 
die Verknüpfung eines einzelsträngigen, 60 Basen 
langen DNA-Abschnittes mit den beiden Enden eines 
Proteins. Für diesen Ansatz waren chemische „Hand- 
griffe“ im Zielprotein erforderlich. Diese wurden in 
das Zielprotein eingesetzt, indem man die Amino- 


7.19 Steuerung der DNA-Dena- 
turierung durch Nanopartikel 
aus Gold 

An das Ende eines DNA-Stranges 
sind Nanopartikel aus Gold (Au) 
gebunden, das andere Ende wurde 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

(F) verknüpft. Der komplementäre 
Strang trägt an einem Ende ein Bio- 
tin-Tag (B). Das Biotin wird durch 
Streptavidin gebunden und koppelt 
den DNA-Strang dadurch an ein 
Agarosekügelchen. Absorbiert das 
Gold Energie, dann schmelzen die 
beiden Stränge. Der Strang mit 
dem Fluoreszenzfarbstoff wird in 
den Überstand freigesetzt und kann 
anhand der Fluoreszenz nachgewie- 
sen werden. 


säuren an geeigneten Stellen durch Cystein ersetzte. 
An diese reaktiven SH-Gruppen wurde anschließend 
die DNA geknüpft. 

Doppelhelikale DNA ist viel stabiler als ssDNA. 
Die Addition bzw. Bindung des komplementären 
Stranges, bei der Bildung der Doppelhelix, führt zu 
einer Spannung. Im Labor von Giovanni Zocchi an 
der UCLA führte man diesen Ansatz mit einem 
maltosebindenden Protein und einem Enzym, der 
Guanylat-Kinase, durch. Wurde das maltosebin- 
dende Protein gestreckt, dann weitete sich die Bin- 
dungsstelle für die Maltose über das optimale Maß 
hinaus und die Affinität für den Zucker sank. Bei der 
Guanylat-Kinase (Abb.7.20) verringerte die Span- 
nung die Enzymaktivität, da die Affinität für das 
Substrat reduziert wurde. In diesem Fall ließ sich das 
Enzym durch die Zugabe einer DNase aktivieren, die 
die DNA spaltete. 

Möglicherweise ergeben sich zukünftig Anwen- 
dungen für dieses Verfahren. So sind Biosensoren 
vorstellbar, die DNA-Sequenzen nachweisen können. 
Außerdem könnte es möglich sein, Enzyme oder 
andere Proteine von außen zu kontrollieren, indem 
man eine geeignete ssDNA (oder RNA) zugibt. 
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7.20 Kontrolle der Proteinstruktur durch DNA 


Ein chimäres Molekül aus Protein (Guanylat-Kinase aus Mycobacterium tuberculosis; PDB-Struktur 1S4Q) und ssDNA. 
Die violetten Verknüpfungspunkte für die molekulare Feder entsprechen den Mutationen Thr75—Cys und Arg171—Cys. 
a Nichtgestreckt - ein einzelner DNA-Strang wird mit dem Protein verknüpft. b Das Protein wird durch die Zugabe des 
komplementären DNA-Stranges (pink) gestreckt. Mit freundlicher Genehmigung von Giovanni Zocchi. 


Die Gestalt eines Proteins lässt sich künstlich be- 
einflussen, indem man Kraft aufwendet. Dies zeigt 
die Verknüpfung von DNA-Strängen mit einem Pro- 
tein. Bildet einzelsträngige DNA mit dem komple- 
mentären Strang Basenpaarungen aus, dann ent- 
steht eine Spannung und das Protein streckt sich. 


Biomolekulare Motoren 


Eines der Hauptziele der Nanotechnologie ist die Ent- 
wicklung von Maschinen im molekularen Maßstab, 
die die programmierte Synthese (oder Umlagerun- 
gen) einzelner Moleküle (oder sogar Atome) oder an- 
dere Aufgaben im Nanomaßstab durchführen kön- 
nen. Die Bezeichnung (Nano) Assembler bezieht sich 
auf eine Maschine, die im Nanomaßstab Struktu- 
ren herstellen kann, Molekül für Molekül, Atom für 
Atom. Und der Begriff (Nano)Replikator bezeichnet 
eine Nanomaschine, die Kopien ihrer selbst herstel- 
len kann, wenn Energie und Ausgangsmaterialien 
bereitgestellt werden. Das klingt in bemerkenswerter 
Weise nach einer Zelle. Und tatsächlich können die 
Organellen in lebenden Zellen als Nanomaschinen 


angesehen werden, die für die Nanotechnologie so- 
wohl Ideen als auch einzelne Komponenten geliefert 
haben. 

Um zu funktionieren, brauchen Nanomaschinen 
Energie, die von molekularen Motoren geliefert wird. 
Zurzeit sind solche Geräte in der Entwicklung. Für 
diesen Zweck wurden biologische Strukturen vorge- 
schlagen, wie die ATP-Synthase, der Flagellenmotor 
von Bakterienzellen, verschiedene Enzyme, die sich 
entlang von DNA und RNA bewegen, und Motor- 
proteine eukaryotischer Zellen. Einige dieser Systeme 
werden momentan auf ihre Eignung überprüft und 
man hofft, mit ihrer Hilfe Nanomotoren herstellen 
zu können, die sich mit Nanomaschinen koppeln 
lassen. Die Nanomotoren sollen direkt als bewegliche 
Teile der Maschinen verbaut werden und/oder die 
Energie für deren Betrieb bereitstellen. 

Die ATP-Synthase ist ein rotierender Motor, des- 
sen natürliche Funktion die ATP-Synthese ist. Das 
Molekül ist in die mitochondriale Membran ein- 
gebettet und nutzt die Energie der protonenmoto- 
rischen Kraft. Das Enzym rotiert in drei Schritten 
einmal um die eigene Achse, wobei bei jedem Schritt 
ein Molekül ATP entsteht. Für eine Verwendung in 
der Nanotechnologie würde die F1-Untereinheit aus 
der Membran gelöst und das Enzym würde in ent- 
gegengesetzter Richtung arbeiten (d.h. ATP würde 
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7.21 Kinesin als Linearschritt- 
motor auf einem Mikrotubulus 
Kinesin besteht aus leichten und 
schweren Ketten. Die leichten Ket- 
ten binden an Kinesinrezeptoren 
auf zu transportierenden Vesikeln. 
Die schweren Ketten enthalten Mo- 
tordomänen, die ATP als Energie- 
quelle benötigen, um Kinesin samt 
Fracht entlang eines Mikrotubulus 
zu transportieren. 


Vom „nur Mikro-“ zum echten Nanomaßstab: 


Das „Labor in der Zelle“ 


Der Begriff „microfluidics“ (gelegentlich auch als „Labor 
auf einem Chip“ bezeichnet) steht für die Manipulation 
von flüssigen Proben im Mikrometermaßstab. Heutzu- 
tage stehen microfluidic-Geräte zur Verfügung, sie wer- 


den eingesetzt, um große Probenmengen mit geringen 
Volumina parallel zu bearbeiten. Zu den Anwendungen 
gehört die DNA- oder Proteinanalyse von Blutproben. 
Die erforderlichen Volumina bewegen sich in der Regel 
im Mikroliterbereich, doch manche microfluidic-Geräte 


verarbeiten auch Nanoliter. Man könnte dieses Ver- 
fahren nun der Nanotechnologie zuschreiben, doch es 
ist zu beachten, dass Volumen die dritte Potenz eines 
Längenmaßes ist. Ein Würfel mit der Kantenlänge von 


zugegeben und die Rotation liefe, aus biologischer 
Sicht, rückwärts ab). 

Kinesin und Dynein sind Motorproteine, die ATP 
als Energiequelle verwenden, um sich entlang der Mi- 
krotubuli eukaryotischer Zellen zu bewegen. Es han- 
delt sich daher um Linearschrittmotoren (Abb. 7.21). 
Ihre natürliche Funktion ist der Materialtransport. 


1um (10° m) hat daher ein Volumen von 10-'8 m? 
oder 10-'5 | (ein Femtoliter). Ein Nanoliter (10° I) ist 
das Volumen eines Würfels mit einer Kantenlänge von 
100 um. Der Umgang mit Nanolitern ist daher keine 
Nanotechnologie! 

Ausblicke in die Zukunft reduzieren das Volumen von 
flüssigen Proben auf einen echten Nanomaßstab - das 
„Labor in der Zelle“. Vorstellbar ist ein Mikrochip, auf 
dem mithilfe von einzelnen modifizierten Zellen Analysen 
durchgeführt werden können. Diese Ideen befinden sich 
noch in der Entwurfsphase, doch ihre Umsetzung könnte 
in naher Zukunft gelingen, wenn die Entwicklung der Na- 
notechnologie ihr rasantes Tempo beibehält. 


Kinesin bewegt Frachten vom Zentrum zur Peri- 
pherie der Zelle, Dynein dagegen von der Peripherie 
zum Zentrum. Kinesin unternimmt dabei Schritte 
von 8nm und vermag etwa 100 Schritte pro Sekunde 
auszuführen (das sind etwa 3 mm in der Stunde!). Je- 
der Schritt verbraucht ein ATP-Molekül. Die Mikro- 
tubuli, die sie als eine Art Gleis verwenden, bestehen 
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aus Proteinzylindern mit einem äußeren Durchmes- 
ser von 30 nm. 


Proteine, die chemische und mechanische Energie 
ineinander umwandeln, werden auf einen Einsatz 
als molekulare Motoren für den Antrieb zukünftiger 
Nanomaschinen getestet. 
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Einführung 


Die Sequenzierung des menschlichen Genoms war 
eine gewaltige Aufgabe und geht auf eine Initiative 
des Energieministeriums der Vereinigten Staaten (US 
Department of Energy) im Jahr 1986 zurück. Man 
hatte sich zum Ziel gesetzt, von jedem menschlichen 
Chromosom eine qualitativ hochwertige Referenz der 
Sequenzinformationen zu erhalten. Unterstützung 
erhielt die Initiative, als sich 1990 die National Ins- 
titutes of Health (NIH) dem Projekt anschlossen. Im 
Laufe der 1990er-Jahre kamen viele weitere Mitarbei- 
ter aus der ganzen Welt hinzu. Im Juni 2000 wurde 
schließlich der erste Entwurf des menschlichen Ge- 
noms vorgelegt. Danach wurde die Sequenz noch 
einmal überarbeitet, bis im April 2003 die endgültige, 
qualitativ hochwertige Sequenz veröffentlicht wurde. 
Im Rahmen des Humangenomprojekts wurden auch 
die vollständigen Genome von Modellorganismen 
wie Maus und Drosophila sequenziert. Außerdem hat 
man die Berechnungsmethoden für die Analyse von 
Sequenzdaten verfeinert, die Funktion von Genen 
bei verschiedenen Organismen miteinander vergli- 
chen und die Variabilität beim Menschen analysiert. 

Die Verfügbarkeit von Genomsequenzen hat viele 
Gebiete der Biologie revolutioniert, vom Erstellen 
von Evolutionsstammbäumen bis zur Entwicklung 
und Testung neuer Arzneimittel. Die Genomik hat 
sich auch auf die Erforschung der Genexpression aus- 
gewirkt, denn sie lieferte Methoden, mit denen man 
Tausende von Genen gleichzeitig analysieren kann, 
statt sie jeweils einzeln untersuchen zu müssen. 


Techniken zur Genkartierung 


Zum Sequenzieren von Genomen erstellt man zu- 
nächst Bibliotheken genomischer DNA-Abschnitte 
und sequenziert dann jeweils die Abschnitte. Daraus 
muss man schließlich die endgültige Sequenz zusam- 
mensetzen. Um die Sequenzdaten innerhalb eines 
Entwurfs des Genoms zu strukturieren, erstellte das 
Humangenomprojekt zunächst ein Arbeitsexemplar 
einer Genomkarte. Genomkarten oder Genkarten 
liefern verschiedene Orientierungspunkte, an denen 
man sich bei der Zusammenstellung der Sequenzda- 
ten orientieren kann. Man unterscheidet zwei Katego- 
rien von Genkarten, genetische Karten und physika- 
lische Karten. Genetische Genkarten beruhen auf der 


relativen Anordnung genetischer Marker; die tatsäch- 
liche Distanz zwischen den Markern lässt sich jedoch 
kaum bestimmen. Physikalische Karten sind in dieser 
Hinsicht präziser und geben die genaue Entfernung 
zwischen zwei Markern in Basenpaaren an. 

Herkömmliche Genkarten werden anhand der 
Rekombinationshäufigkeit von Genen, also der Gen- 
kopplung, erstellt. In Eukaryotenzellen erfolgt wäh- 
rend der Meiose durch Crossing-over eine Rekombi- 
nation zwischen homologen Chromosomenpaaren. 
Je geringer der Abstand zweier Gene auf demselben 
Chromosom ist, desto seltener werden sie durch Re- 
kombination getrennt. Liegen die beiden Gene jedoch 
weit auseinander, kommt es relativ häufig zu einer 
Rekombination. Zur Erstellung der ersten Genkarten 
wurde die Rekombinationshäufigkeit zwischen Ge- 
nen festgestellt (sogenannte Kopplungskarten). 

Die Orientierungspunkte, auf denen Genkarten 
beruhen, bezeichnet man als genetische Marker. Es 
können viele verschiedene Formen von Markern ver- 
wendet werden. Die Reihenfolge dieser Marker wird 
dadurch bestimmt, wie oft zwei Marker bei Nach- 
kommen auftreten. Die nützlichsten Marker sind 
Gene. In großen Genomen gibt es jedoch häufig zu 
wenige echte Gene, die zudem zu weit auseinander 
liegen, um eine aussagekräftige Karte erstellen zu 
können. Bei Organismen wie Drosophila sind Gene, 
die für bestimmte Merkmale codieren, hervorra- 
gende Marker, da man die Tiere kontrolliert und ge- 
zielt verpaaren kann. Nach Verpaarung vieler Fliegen 
kann man die Zahl der Fliegen mit beiden Markern 
ermitteln. Je häufiger die Marker bei den Nachkom- 
men gemeinsam auftreten, desto näher beieinander 
liegen sie im Genom. Beim Menschen sind derar- 
tige gezielte Paarungsexperimente ethisch nicht ver- 
tretbar. Außerdem enthält das menschliche Genom 
lediglich einen geringen Anteil codierender DNA. 
Dadurch erhält man bei Verwendung echter Gene 
nicht genügend Orientierungspunkte auf der Karte. 
Anhand einer spärlich bestückten Karte lässt sich die 
Reihenfolge der durch das Sequenzierungsprojekt ge- 
wonnenen Sequenzen nur schwer feststellen. Deshalb 
verwendet man für Genkarten auch noch andere 
Marker, beispielsweise physikalische. 

Als Beispiel für einen physikalischen Marker sind 
RFLPs - Restriktionsfragment-Längenpolymorphis- 
men (s.Kap.3) - zu nennen. RFLPs werden häufig 
verwendet, weil sie leicht zu identifizieren sind. Bei 
kleinen Genomen wie dem der Hefe lässt sich die Re- 
kombinationshäufigkeit zweier RFLPs recht einfach 
überprüfen. Diploide Hefezellen machen eine Meiose 
durch und bilden vier haploide Zellen in einer als 
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8.3 SNPs 

Der gleiche DNA-Abschnitt von zwei verschiedenen Indi- 
viduen unterscheidet sich in einem einzigen Nucleotid, es 
handelt sich also um einen SNP. Solche Substitutionen 
finden sich beim Vergleich der DNA-Sequenzen von Men- 
schen haufig. 


5’ AAGCTAT 3 


Tetrade bezeichneten Gruppe. Jede dieser haploiden 
Zellen kann man isolieren, daraus viele identische 
Klone kultivieren und diese einzeln untersuchen. So- 
mit lässt sich jeder RFLP-Marker problemlos von 
einer Generation zur nächsten verfolgen. Beim Men- 
schen ist es weitaus schwieriger, solche Marker zu 
verfolgen. Durch Studien an Gruppen nahe verwand- 
ter Menschen, wie Großfamilien oder kleinen Kultu- 
ren wie den Amischen, konnte man ebenfalls einige 
RFLPs auf diese Weise verfolgen (Abb. 8.1). 

Als weitere Marker zur Erstellung von Genkarten 
dienen VNTRs (variable number tandem repeats) 
(Abb. 8.2), auch als Minisatelliten bezeichnet. Diese 
Sequenzanomalien kommen von Natur aus im Ge- 
nom vor und bestehen aus Tandem-repeats (Tan- 
demwiederholungen) von neun bis 80 Basenpaaren 
Länge. Die Zahl der Wiederholungen ist von Person 
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8.1 RFLPs von Familien- 
mitgliedern 

Die Mutter (M) und der Vater (V) 
dieser Familie haben eine unter- 
schiedliche DNA-Sequenz. Bei der 
Mutter findet sich eine zusätzliche 
Restriktionsschnittstelle für das 
Restriktionsenzym EcoRl. Die Kinder 
(S1, S2, T1 und T2) haben das eine 
oder andere Fragment von ihren 
Eltern geerbt. 


EcoRI 


EcoRI 


8.2 Tandem-repeat aus zwölf 
Basenpaaren 

Dieses Individuum besitzt nur vier 
Wiederholungen dieser zwölf Basen- 
paare langen Sequenz. Bei anderen 
Menschen können es auch mehr 
oder weniger sein. 


zu Person unterschiedlich. Daher können sie auf 
einer Genkarte als spezifische Marker dienen. Außer- 
dem kann man sie zur Identifizierung von Personen 
in der forensischen Medizin oder bei Vaterschafts- 
tests verwenden. Einige der Repeats befinden sich an 
vielen Stellen im gesamten Genom und sind für das 
Erstellen von Genkarten nicht geeignet. Andere die- 
ser wiederholten Sequenzen kommen nur an einer 
einzigen Stelle vor. 

Ein dritter Markertyp ist der Mikrosatelliten- 
Polymorphismus. Dabei handelt es sich ebenfalls 
um ein Tandem-repeat. Anders als bei den VNTRs 
sind die Wiederholungen bei den Mikrosatelliten-Po- 
lymorphismen nur zwei bis fünf Basenpaare lang und 
bestehen in der Regel aus Cytosin und Adenosin. 

Ein vierter, zur Erstellung von Genkarten verwen- 
deter genetischer Markertyp sind die sogenannten 
SNPs (ausgesprochen wie „snips“) oder single nuc- 
leotide polymorphisms (Abb. 8.3). Hier sind einzelne 
Nucleotide substituiert, was sich nicht auf die Lange 
der DNA-Sequenz auswirkt. Solche Substitutionen 
finden sich innerhalb von Genen, in regulatorischen 
Regionen oder in nichtcodierender DNA. Befinden 
sich die SNPs in den codierenden Abschnitten von 
Genen, kann sich dadurch die Aminosäuresequenz 
des codierten Proteins ändern. Das wiederum kann 
Folgen für die Proteinfunktion haben. Ist ein SNP 
mit einer Erbkrankheit korreliert, so kann man diese 
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Krankheit durch Identifikation des SNP noch vor 
Auftreten der Symptome diagnostizieren. Fällt ein 
SNP mit einer Restriktionsschnittstelle zusammen, 
so deckt er sich mit einem RFLP. 


Indem man die Reihenfolge verschiedener Mar- 
ker feststellt, können genetische Karten erstellt 
werden. Als Marker dienen beispielsweise RFLPs, 
SNPs, VNTRs und Mikrosatelliten-Polymorphismen. 


Für physikalische Karten 
werden Sequenzdaten 
verwendet 


Genetische Marker wie SNPs, VNTRs, RFLPs und 
Mikrosatelliten sind zur Sequenzierung zwar sehr hilf- 
reich, für große Genome wie das des Menschen liefern 


sie jedoch nicht genügend Marker. Deshalb benötigte 
man zur Erstellung von Genkarten weitere Marker 
wie die sequence tagged sites (STSs; sequenzmarkierte 
Stellen) (Abb. 8.4). Dabei handelt es sich um einfache 
kurze Sequenzen von 100 bis 500 Basenpaaren Länge; 
sie kommen nur einmal vor und können mittels PCR 
festgestellt werden. Ein spezieller STS-Typ sind die ex- 
pressed sequence tags (ESTs); ihren Namen erhielten 
diese exprimierten DNA-Sequenzabschnitte, weil man 
sie in einer cDNA-Bibliothek identifiziert hat. Das 
bedeutet, die ESTs werden in mRNA exprimiert. Diese 
kurzen Sequenzabschnitte sind lediglich Bestandteile 
größerer Gene, weshalb man in einem einzelnen Gen 
viele verschiedene ESTs finden kann. 

Das Kartieren physikalischer Marker ähnelt der 
Kopplungsanalyse von Genen: Je näher diese Mar- 
ker beieinander liegen, umso wahrscheinlicher ist 
es, dass sie zusammen bleiben. Allerdings wird die 
Kopplung physikalischer Marker durch den Verdau 
mit Restriktionsenzymen bestimmt (Abb. 8.5). Kom- 
plette Genome oder auch einzelne große Klone aus 
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einer Bibliothek werden von vielen verschiedenen 
Restriktionsenzymen verdaut. Jedes dieser Enzyme 
schneidet die DNA in unterschiedlich große Frag- 
mente, die man auf mehrere verschiedene STS- oder 
EST-Marker überprüfen kann. Liegen zwei Marker 
nahe beieinander, so findet man sie häufig auf dem 
gleichen Restriktionsfragment, weit voneinander 
entfernte Marker sind hingegen auf verschiedenen 
Fragmenten zu finden. Da die Größe der Fragmente 
festgelegt ist, lässt sich daraus die ungefähre Distanz 
zwischen zwei Markern abschätzen. 

Vergleicht man viele verschiedene Klone einer 
DNA-Bibliothek eines Genoms, werden diese häufig 
überlappen. Die Überlappungsregion ist in der Se- 
quenz identisch und weist daher auch die gleichen 
Restriktionsschnittstellen, STS-Marker und ESTs auf. 
Contig-Karten vergleichen die überlappenden Regi- 
onen und ordnen die Klone so zu einem linearen Ab- 
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schnitt, den man als Contig bezeichnet (Abb. 8.6). Je 
mehr Klone analysiert werden, desto länger werden 
die Contigs, und man erhält große Chromosomen- 
abschnitte. 


8.6 Erstellen von Contig-Karten 

Kleine Klone haben überlappende Regionen. Anhand 
dieser Regionen lassen sich die kleinen Klone zu einer Se- 
quenz anordnen. So erhält man eine Contig-Karte. 
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Die STS-Kartierung ist für vier STS-Stellen auf einem einzelnen Chromosom dargestellt. Mittels mehrfachem Verdau mit 
Restriktionsenzymen wird das Chromosom in zahlreiche verschieden große Fragmente zerschnitten. Wie nahe zwei Mar- 
ker beieinander liegen, kann man daraus ableiten, wie oft zwei STS-Sequenzen auf demselben Fragment zu finden sind. 

In diesem Beispiel befinden sich die beiden violett gefärbten STSs sechsmal auf demselben Fragment, sie müssen also 
auf dem Chromosom eng beieinander liegen. Die beiden grünen STSs tauchen hingegen nur zweimal auf demselben Frag- 
ment auf, liegen also weiter voneinander entfernt. Da die violetten und grünen STSs nie gemeinsam auf einem Fragment 


vorkommen, müssen sie ziemlich weit auseinander liegen. 


230 Genomik und Genexpression 


Physikalische Karten beruhen auf der tatsächlichen 
Distanz in Basenpaaren. Feststellen kann man diese 
Distanzen mithilfe von Markern wie ESTs und STSs. 
Contig-Karten werden anhand der überlappenden Re- 
gionen von Klonen erstellt. Die Sequenzen der über- 
lappenden Klone sind zusammenhängend und liefern 
die Information zur Erstellung physikalischer Karten. 


Radiation-hybrid-mapping 
und cytogenetische 
Chromosomenkarten 


Nicht immer sind Klone aus DNA-Bibliotheken ver- 
lässlich. Große geklonte Abschnitte können beispiels- 
weise aus zwei DNA-Fragmenten aus verschiedenen 
Bereichen des Genoms bestehen, die in den gleichen 
Vektor eingebaut wurden. Umgehen lässt sich diese 
Einschränkung durch die Analyse von STSs und ESTs 
auf den Originalchromosomenfragmenten mittels der 
Technik des Radiation-hybrid-mappings (Abb. 8.7). 
Um diese Chromosomenfragmente zu erzeugen, wer- 
den kultivierte menschliche Zellen mit Röntgenstrah- 
len oder y-Strahlen (Gammastrahlen) bestrahlt, was 
zu Chromosomenbrüchen führt. Durch die Strah- 
lungsdosis kann man die Zahl der Brüche steuern und 
somit die durchschnittliche Länge der Fragmente be- 
einflussen. Menschliche Zellen besitzen ein Markeren- 
zym, das es ihnen ermöglicht, auf Selektivmedien zu 
wachsen. Nach der Bestrahlung werden die menschli- 
chen Zellen mithilfe von Polyethylenglykol oder dem 
Sendaivirus mit kultivierten Hamsterzellen fusioniert. 
Die Hamsterzellen weisen den selektiven Marker 
nicht auf. Folglich überleben nur mit menschlichen 
Zellen fusionierte Hamsterzellen. Die Fragmente der 
menschlichen Chromosomen werden in den Hams- 
terzellkern aufgenommen, und man kann die einzel- 
nen Hybridzelllinien durch STS- oder EST-Kartierung 
analysieren. Da die durchschnittliche Fragmentlänge 
bekannt ist, kann man mithilfe dieser Karten die rela- 
tive Distanz zwischen zwei Markern feststellen. 

Eine weitere Technik zur physikalischen Kartie- 
rung ist die cytogenetische Kartierung, für die man 
Originalchromosomen verwendet. Auf einen Objekt- 
träger aufgebracht und angefärbt bilden Chromo- 
somen charakteristische Bandenmuster aus, die im 
Lichtmikroskop erkennbar sind. Diese cytogeneti- 
sche Chromosomenkarte zeigt, wo ein Gen oder 
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8.7 Radiation-hybrid-mapping 

Um festzustellen, wie nahe beieinander STSs und ESTs 
liegen, muss man viele große Chromosomenfragmente 
analysieren. Mithilfe des Radiation-hybrid-mappings kön- 
nen große menschliche Chromosomenfragmente in Hams- 
terzellen eingebracht werden. Zunächst werden diejenigen 
menschlichen Chromosomen, die das Gen für Thymidin- 
Kinase (TK*) tragen, durch Bestrahlung in Fragmente zer- 
brochen. Anschließend kann man die menschlichen Zellen 
mit (TK-) Hamsterzellen fusionieren. Die so entstehenden 
Hybridzellen sollten Thymidin-Kinase exprimieren und auf 
Selektivmedium wachsen. Da es bei diesem Vorgang zu 
einem zufälligen Verlust menschlicher Chromosomenfrag- 
mente kommt, weist jede so erzeugte Hybridzelllinie einen 
anderen Satz menschlicher Chromosomenfragmente auf, 
die man dann auf STSs und ESTs untersuchen kann. 
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8.8 Bandenmuster auf dem X-Chromosom 

Farbt man kondensierte Mitosechromosomen mit ver- 
schiedenen DNA-bindenden Farbstoffen an, so bildet sich 
ein charakteristisches Bandenmuster. Im Verhältnis zu 
diesem Muster kann man dann die Position eines Gens 
oder eines Markers bestimmen. So befindet sich beispiels- 
weise ein Gen am Genort Xp21.1 auf dem kurzen Arm (p) 
des X-Chromosoms bei der Bande mit der Nummer 21.1. 


ein Marker relativ zu den angefärbten Banden liegt 
(Abb. 8.8). Cytogenetische Chromosomenkarten wei- 
sen im Vergleich zu den anderen Kartierungstechni- 
ken eine sehr geringe Auflösung auf, eignen sich je- 
doch, um die Lage von Genen in größerem Maßstab 
zu vergleichen. 


Durch Radiation-hybrid-mapping lässt sich die An- 
ordnung physikalischer Marker wie STSs und ESTs 
auf größeren Abschnitten menschlicher Chromoso- 
men feststellen. 

Menschliche Chromosomen sind durch charak- 
teristische Bandenmuster gekennzeichnet, anhand 
derer man die Reihenfolge physikalischer Marker 
ermitteln kann. 


Sequenzierung ganzer 
Genome 


Das gesamte Genom eines Organismus kann auf 
unterschiedliche Weise sequenziert werden. Mit der 
Methode des chromosome walking („Wanderung auf 
dem Chromosom“) kann man einen Klon identifi- 
zieren, sequenzieren und anhand dieser Daten nach 
überlappenden Klonen suchen (Abb. 8.9). Sind auch 
diese identifiziert und sequenziert, sucht man davon 
ausgehend wieder nach überlappenden Klonen und 
identifiziert auch diese. Dieser Prozess läuft auf dem 
Chromosom in beide Richtungen. So wird die Se- 
quenz Stück für Stück zusammengesetzt. Der erste 
Klon wird in der Regel relativ zu einem bestimmten 
Marker lokalisiert, etwa einem STS oder RFLP. Häufig 
eingesetzt wird das chromosome walking zur Charak- 
terisierung der Gene für eine bestimmte Krankheit. 
Vielleicht haben DNA-Analysen von Patienten ei- 
nen bestimmten RFLP ergeben, der bei Betroffenen 
stets vorhanden ist, bei gesunden Menschen hingegen 
nicht. Dieser RFLP kann dann in einem Bibliotheks- 
klon identifiziert werden. Durch chromosome walking 
in beide Richtungen von dem RFLP lässt sich dann 
hoffentlich die gesamten Gensequenz ermitteln. 
Obwohl sich das chromosome walking als sehr ef- 
fektiv für die Identifizierung von Genen erwiesen hat, 
ist diese Methode zum Sequenzieren ganzer Genome 
zu mühsam. Deshalb ermittelt man die Sequenz- 
daten eines ganzen Genoms mit der sogenannten 
shotgun-Sequenzierung (Abb.8.10). Dazu werden 
Genombanken erstellt und nach dem Zufallsprinzip 
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8.9 Chromosome walking 

Durch die Methode des chromo- 
some walking kann man die einem 
Gen benachbarten Regionen identifi- 
zieren. In diesem Beispiel wurde das 
Ende des Klons 1 als Sonde verwen- 
det. Mithilfe dieser Sonde erfolgt 
das Screening einer Genbibliothek, 
bis ein zweiter Klon identifiziert ist. 
Die beiden Klone überlappen und 
werden dann zu einem vollständigen 
Gen verbunden. 
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8.10 Shotgun-Sequenzierung 

Der erste Schritt bei der shotgun-Sequenzierung ist der Ver- 
dau des Genoms in kleine Fragmente, die jeweils einzeln 
kloniert und sequenziert werden können. Die Sequenzdaten 
werden dann per Computer auf überlappende Bereiche ana- 
lysiert und zu mehreren größeren Contigs zusammengefügt. 
Da sich einige Bereiche des Genoms bei der Klonierung als 
instabil erweisen, bleiben selbst nach mehrmaliger Wieder- 
holung dieser Prozedur immer noch einige Lücken. 
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Klone sequenziert. Sämtliche Sequenzinformationen 
werden von einem Computer ausgewertet und auf 
überlappende Regionen zwischen den Sequenzen 
analysiert. Danach kann man die Klone zu einer voll- 
ständigen Sequenz aneinanderreihen. Der Vorgang 
wird so lange wiederholt, bis möglichst viele Lücken 
eliminiert sind. Mit dieser Methode wurde beispiels- 
weise das erste zelluläre Genom des Grippeerregers 
Haemophilus influenzae sequenziert. Die vollständige 
shotgun-Sequenzierung dieses 1,8 Mb großen Ge- 
noms dauerte weniger als drei Monate. 


Große Genome kann man durch chromosome wal- 
king sequenzieren. Dabei versucht man, mithilfe 
des einen Endes eines Klons einen anderen mit 
teilweise überlappender Sequenz zu finden. 
Mithilfe der shotgun-Sequenzierung wurde bei- 
spielsweise das menschliche Genom sequenziert. 
Hierbei werden willkürlich einzelne Bibliotheks- 
klone sequenziert. Per Computer und durch die 
Identifizierung überlappender Regionen können die 
Klone in die richtige Reihenfolge gebracht werden. 


Der Wettlauf um das 
menschliche Genom 


Das Humangenomprojekt (Human Genome Pro- 
ject) ist ein staatlich gefördertes Programm zur 
Sequenzierung des gesamten, drei Milliarden Ba- 
senpaare umfassenden, menschlichen Genoms. Ge- 
startet wurde das Projekt 1990 und innerhalb von 
15 Jahren fertig gestellt. Die Kettenabbruchmethode 
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der DNA-Sequenzierung wurde zwar verbessert, 
dennoch stellte es eine große Herausforderung dar, 
pro Tag mehr als 1000 Basenpaare zu sequenzieren. 
Nach den ersten zehn Jahren war es gelungen, die 
Sequenzierungsgeschwindigkeit erheblich zu stei- 
gern und die Kosten pro Base von zehn Dollar im 
Jahr 1990 auf rund 50 Cents pro Base Ende der 
1990er-Jahre zu senken. Im Jahr 1998 beschloss das 
Unternehmen Celera Genomics unter der Leitung 
von Craig Venter, das gesamte menschliche Genom 
schneller und kostengünstiger zu sequenzieren. Ce- 
lera Genomics erhärtete seinen Standpunkt durch 
die Sequenzierung des gesamten, 180 Mb großen 
Genoms der Taufliege (Drosophila) zwischen Mai 
und Dezember 1999. Verwendet wurde dazu die 
shotgun-Sequenzierung, von der die meisten Wis- 
senschaftler geglaubt hatten, sie eigne sich nicht für 
so große Datenmengen. Celera Genomics hielt aber 
weiter an der shotgun-Methode fest. Das offizielle 
Humangenomprojekt war erst zu 85 % abgeschlos- 
sen, als Celera verkündete, bereits 99 % des mensch- 
lichen Genoms sequenziert zu haben. Im Juni 2000 
wurde in einer gemeinsamen Mitteilung von Celera 
Genomics und dem Humangenomprojekt ein erster 
Entwurf der gesamten Sequenz des menschlichen 
Genoms veröffentlicht. 

Das Humangenomprojekt hatte mit einer gu- 
ten Sequenzierungsstrategie begonnen. Als Erstes 
bestimmte man die Positionen großer Fragmente 
der menschlichen DNA (wie YACs und BACs) und 
kartierte sie auf den Chromosomen. Anschließend 
wurden die DNA-Fragmente sequenziert. Wie bereits 
beschrieben, ist die Kartierung sehr zeitaufwendig, 
aber notwendig, um die Sequenzdaten in die rich- 
tige Reihenfolge zu bringen. Zu Beginn des Projekts 
waren die damaligen Computer nicht in der Lage, 
mehr Sequenzdaten als die von großen Chromoso- 
mensegmenten aneinanderzureihen. Im Laufe der 
1990er-Jahre stieg deren Leistungsfähigkeit jedoch 
so sprunghaft an, dass Craig Venter die Kartierungs- 
schritte für unnötig hielt. Also sequenzierte er viele 
kleine DNA-Fragmente. Der Computer erstellte aus 
diesen Informationen dann einen Arbeitsentwurf. 
Seine Konkurrenz konnte Venter vor allem aufgrund 
der gestiegenen Leistungsfähigkeit der Computer 
überflügeln. 


Das menschliche Genom wurde mit der Methode 
der shotgun-Sequenzierung sequenziert. Das Ergeb- 
nis lag viel schneller und unter geringerem Kosten- 
aufwand vor, als zunächst veranschlagt. 


Das menschliche Genom 
weist noch Lücken auf 


Das Genom des Menschen gilt zwar als vollständig 
sequenziert, weist aber dennoch Lücken auf. Diese 
Lücken befinden sich in den stark kondensierten 
Abschnitten aus hoch repetitivem Heterochromatin, 
das schwer zu sequenzieren ist. Drei Merkmale sind 
kennzeichnend für Heterochromatin: Hypoacetylie- 
rung (d.h. Mangel an Acetylgruppen an den Histo- 
nen); Methylierung des Histons H3 an bestimmten 
Lysinresten; und Methylierung an CpG- oder Cp- 
NpG-Sequenzmotiven. Heterochromatin wird nicht 
transkribiert und kommt in zwei Formen vor, als 
fakultatives Heterochromatin und als konstitutives 
Heterochromatin (Abb. 8.11). Die konstitutive Form 
findet sich im Bereich der Centromere und Telomere 
der Chromosomen und erfährt von Generation zu 
Generation keine Veränderungen. 
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8.11 Fakultatives und konstitutives Heterochromatin 
Fakultatives unterscheidet sich von konstitutivem Hete- 
rochromatin unter anderem durch die Methylierung am 
Lysrinrest 9 und an Histon H3. 
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Das fakultative Heterochromatin hingegen ist in 
anderen Regionen der Chromosomen zu finden; 
ob es vorhanden ist, ist zellspezifisch. Hat sich eine 
bestimmte Region eines Chromosoms zu Hetero- 
chromatin verdichtet, bleibt dieses Muster bei al- 
len Tochterzellen erhalten. Bei benachbarten Zel- 
len findet sich das Heterochromatin jedoch nicht 
immer in den gleichen Regionen; das führt zur 
sogenannten Positionseffekt-Variegation (PEV). 
Man nimmt an, dass sich das Heterochromatin als 
Abwehr gegen eindringende Retrotransposons und 
Viren bildet und auch aufgrund von Gen-Silencing 
bei der RNAi (s. Kap.5). Befindet sich ein Gen in 
der Nachbarschaft eines Heterochromatinabschnitts, 
wird es nicht mehr transkribiert und gelangt in ei- 
nen Ruhezustand. 

Ob Heterochromatin als fakultativ oder konstitu- 
tiv betrachtet wird, hängt von der Methylierung am 
Lysinrest 9 und an Histon H3 ab. 


Heterochromatin ist stark kondensierte DNA, die 
an bestimmten Stellen des Genoms vorkommt. 
Aufgrund seiner physikalischen Eigenschaften ist 
es sehr schwer zu sequenzieren. Das konstitutive 
Heterochromatin im Bereich des Centromers ist im 
gesamten Körper gleich, während das fakultative 
Heterochromatin von Person zu Person und von 
Organ zu Organ variiert. 


Analyse des menschlichen 
Genoms 


Die Länge der Sequenz des menschlichen Genoms 
beträgt 2,9 x 10° Basenpaare (2,9 Gbp oder Giga- 
basenpaare). Würde man die gesamte Sequenz mit 
etwa 3000 Buchstaben pro Seite auf Papier nieder- 
schreiben, ergäben sich eine Million Seiten Text. 
Diese überwältigende Menge an Informationen ist 
ausschließlich in der Abfolge von nur vier Basen 
codiert: Cytosin, Adenin, Guanin und Thymin. Die 
meisten Menschen erwarten, dass sich durch die 
Sequenz des menschlichen Genoms die tatsächliche 
Zahl der Gene des Menschen feststellen lässt. Um 
die Zahl der enthaltenen Gene zu bestimmen, muss 
man jedoch große Teile der Sequenz einer genaueren 
Interpretation unterziehen. Schätzungen zufolge geht 
man derzeit von nur etwa 25 000 Genen aus, die Zahl 
könnte allerdings auch darunter oder darüber liegen. 


Von nur etwa der Hälfte der identifizierten Gene 
kennt man die Funktion. Mehr als 40 % der vor- 
hergesagten menschlichen Proteine ähneln in ihrer 
Struktur Proteinen von Organismen wie Taufliegen 
oder Würmern. 

In Tabelle8.1 sind die Genomgrößen und ge- 
schätzten Genzahlen einiger Organismen aufgeführt. 
Wie man sieht, halten Pflanzen derzeit den Rekord 
bezüglich der Zahl der Gene, obwohl sie insgesamt 
weniger DNA aufweisen als höhere Tiere. Unter den 
Tieren hat das Pantoffeltierchen Paramecium, ein zu 
den Ciliaten (Wimpertierchen) zählender Protozoe, 
weniger DNA, aber mehr Gene als sämtliche bisher 
sequenzierten vielzelligen Tiere. Die größten Bakte- 
riengenome umfassen mehr Gene als die kleinsten 
Eukaryotengenome. Dies verdeutlicht beispielhaft 
Streptomyces, das als wichtige Quelle vieler Antibio- 
tika dient. Die kleinsten Bakteriengenome, wie das 
von Mycoplasma, umfassen weniger als 500 Gene. Als 
Parasiten sind diese Bakterien auf viele Metaboliten 
der Eukaryoten angewiesen, die sie infizieren. 

Bei eukaryotischer DNA machen die Gene Tau- 
sende oder sogar Millionen von Basenpaaren aus. 
Bei den meisten handelt es sich jedoch um Introns, 
die durch Spleißen aus dem mRNA-Transkript her- 
ausgeschnitten werden. So ist beispielsweise das Gen 
für Dystrophin (das bei Duchenne-Muskeldystrophie 
fehlerhaft ist) 2,4 Millionen Basenpaare lang, einige 
seiner Introns umfassen zum Teil über 100000 Ba- 
senpaare. Im Gegensatz dazu umfasst die aus mehre- 
ren Exons bestehende codierende Sequenz nur etwa 
3000 Basenpaare. In solchen Fällen ist es nicht im- 
mer einfach, inmitten der nichtcodierenden DNA 
die tatsächlich codierenden Sequenzen zu finden. 
Einerseits kann es dadurch passieren, dass manche 
Gene (oder einzelne Exons) völlig übersehen werden. 
Andererseits werden bisweilen weit voneinander ent- 
fernt liegende Exons, die in Wirklichkeit Teile einer 
einzelnen codierenden Sequenz sind, als eigenstän- 
dige Gene interpretiert. 

Ein weiterer Störfaktor beim Feststellen der Gen- 
zahl sind die sogenannten Pseudogene. Dabei han- 
delt es sich um duplizierte Kopien echter Gene, die 
defekt sind und nicht mehr exprimiert werden. Al- 
lein anhand von Sequenzdaten festzustellen, ob ein 
Gen wirklich ein echtes Gen ist oder nur ein Pseu- 
dogen, erweist sich häufig als schwierig. Oft muss 
die Expression einer bestimmten DNA-Region da- 
durch bestätigt werden, dass man die entsprechenden 
mRNA-Transkripte findet. Eine beliebte Methode, 
um festzustellen, ob ein Gen exprimiert wird, stellen 
DNA-Microarrays dar (s. weiter unten). 
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Tabelle 8.1 Verschiedene Genome und die geschätzte Zahl der Gene 


Pflanzen 

Westliche Balsampappel (Populus trichocarpa) 500 45000 
Reis (Oryza sativa) 390 38000 
Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana) 125 26000 
Tiere 

Paramecium tetraaurelia (Pantoffeltierchen) UD 40000 
Mensch (Homo sapiens) 2900 25000 
Hausmaus (Mus musculus) 2500 25000 
Caenorhabditis elegans (Fadenwurm) 97 19000 
Drosophila melanogaster (Taufliege) 180 13600 
Pilze 

Aspergillus nidulans (Schimmel) 30 9500 
Saccharomyces cerevisiae (Backhefe) 13 5800 
Bakterien 

Streptomyces coelicolor 8,7 7800 
Escherichia coli 4,6 4300 
Mycoplasma genitalium 0,58 470 


Die Zahl der Gene hängt auch davon ab, was 
man als Gen definiert. Zusätzlich zu den rund 25000 
proteincodierenden Genen gibt es noch mindestens 
tausend weitere Gene, die für nichttranslatierte RNA 
codieren. Am bekanntesten sind die Gene für ribo- 


Nichtcodierende Bestandteile 
des menschlichen Genoms 


Im Genom des Menschen und vieler anderer Orga- 


somale RNA (rRNA) und transfer-RNA (tRNA). Es 
gibt jedoch noch eine Reihe weiterer kleiner RNA- 
Moleküle, die am Spleißen der mRNA und an der 
Regulation der Genexpression beteiligt sind. Andere 
DNA-Sequenzen werden überhaupt nicht transkri- 
biert, sind aber dennoch von Bedeutung. Sollten wir 
diese ebenfalls als Gene betrachten? 


Die Anzahl der Gene eines Organismus hängt von 
der Definition ab, was ein Gen ist, sowie von der 
Unterscheidung zwischen Genen und Pseudoge- 
nen. Die absoluten Genzahlen einer Sequenz stel- 
len nur einen annähernden Wert dar. 


nismen hat man zahlreiche nichtcodierende DNA- 
Elemente identifiziert. Einige Wissenschaftler haben 
diese Regionen als junk DNA („unnütze“ oder „wert- 
lose“ DNA) bezeichnet, weil sie weder in Form von 
Proteinen noch als RNA exprimiert wird und es sich 
dabei auch nicht um mit Genen assoziierte regulato- 
rische Regionen handelt. Ein Teil dieser DNA erfüllt 
aber dennoch eine Funktion. In den Tabellen 8.2 und 
8.3 sind die wichtigsten Bestandteile des menschli- 
chen Genoms zusammengefasst und die jeweiligen 
Anteile angegeben. 

Eine verbreitete Form nichtcodierender DNA 
sind die Introns zwischen den Genen. Die meisten 
Introns sind funktionslos, vereinzelt finden sich aber 
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auch ganze Gene innerhalb der Introns anderer Gene. 
Introns können auch Bindungsstellen für Transkrip- 
tionsfaktoren enthalten und daher eine Rolle bei der 
Genregulation spielen. 

Ein weiteres Merkmal des Genoms sind mäßig re- 
petitive Sequenzen. Gene für ribosomale RNA finden 
sich in großer Zahl, weil viele Ribosomen gebraucht 
werden. Diese Gene zählen zu den mittelrepetitiven 


Tabelle 8.2 Bestandteile des Eukaryotengenoms 


einzigartige Sequenzen 


Sequenzen, und zwar zu den codierenden. Zu den 
nichtcodierenden repetitiven Elementen zählen LI- 
NEs (für engl. long interspersed nuclear elements), die 
in 200000 bis 500000 Kopien vorliegen (Abb. 8.12). 
Dabei handelt es sich um Retroviren-ähnliche Ele- 
mente (Retroelemente), die in langen endständigen 
Sequenzwiederholungen (LTRs, long terminal repeats) 
Gene enthalten, welche Retroviren ähneln. Diese sind 


proteincodierende Gene - einschließlich strangaufwärts gelegener Regulationsregionen, Exons und Introns 


für nichttranslatierte RNA (snRNA, snoRNA, 7SL-RNA, Telomerase-RNA, Xist-RNA, verschiedene kleine regulatorische 


RNAs) codierende Gene 
nichtrepetitive, intragene nichtcodierende DNA 
verstreute repetitive DNA 


Pseudogene 


SINEs (short interspersed nuclear elements - kurze, eingestreute Kernsequenzelemente) 


Alu-Element (300 bp) 


MIR-Familien (im Schnitt ca. 130 bp) (mammalian-wide 
interspersed repeat) 


ca. 1000000 Kopien 


ca. 400000 Kopien 


LINEs (long interspersed nuclear elements - lange, eingestreute Kernelemente) 


LINE-1-Familie (im Schnitt ca. 800 bp) 
LINE-2-Familie (im Schnitt 250 bp) 


Retrovirus-ähnliche Elemente (Retroelemente; 500-1300 bp) 


DNA-Transposons (variabel; im Schnitt ca. 250 bp) 
tandem-repetitive DNA 


Gene für ribosomale RNA 


Gene für transfer-RNA 
Telomersequenzen 


Minisatelliten (= VNTRs) 


Centromersequenz (a-Satelliten-DNA) 


Satelliten-DNA 


Megasatelliten-DNA 


ca. 200000-500000 Kopien 
ca. 270000 Kopien 
ca. 250000 Kopien 
ca. 200000 Kopien 


5 Cluster aus etwa 50 Tandem-repeats auf 5 
verschiedenen Chromosomen 


zahlreiche Kopien plus mehrere Pseudogene 
mehrere kb eines 6-bp-Tandem-repeats 


0,1-20 kbp Blöcke aus kurzen Tandem-repeats 
(STRs, 5-50 bp), meist in Telomernähe 


17 1-bp Repeat, bindet Centromerproteine 


100 kbp oder längere Blöcke aus Tandem-repeats 
(20-200 bp), meist in Centromernähe 


100 kbp oder längere Blöcke aus Tandem-repeats 
(1-5 kbp), verschiedene Positionen 


Die Zahl der Kopien ist für das menschliche Genom angegeben. 
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autonom, d.h. die LINEs können sich selbst replizie- 
ren und neue Kopien an anderen Stellen des Genoms 
einfügen. Die meisten Kopien der LINEs sind jedoch 
defekt; nur einige wenige sind mobil und funktionsfä- 
hig. Es gibt viele verschiedene Typen von LINEs, das 
bei Säugetieren weitaus häufigste ist L1. 
LINE-Retroelemente werden mithilfe eines inter- 
nen Promotors in mRNA transkribiert. Die mRNA 
wandert dann ins Cytoplasma und wird dort an den 
Ribosomen translatiert, wodurch Proteine entstehen. 
Durch Bindung eines dieser Proteine mit Doppel- 
funktion als Reverse Transkriptase und Endonuclease 


Tabelle 8.3 Anteile der Bestandteile am menschlichen 
Genom 


genetisch aktiv 
25% in RNA transkribiert 
24% Introns (durch Spleißen entfernt) 
1% Exons (in Proteine translatiert) 
Retroelemente 
13%  SINEs 
20%  LINEs 
8%  (nichtinfektidse) endogene Retroviren 
sonstige DNA 
4% DNA-Transposons 
3%  Mikrosatelliten und VNTRs 
5% repetitive DNA an Telomeren und Centromeren 


22%  nichtrepetitive, intergene DNA 


direkte Wiederholung 


T 1 


mehrere A/T-reiche 
Stoppcodons Region 


A/T-reiche 
Region 


direkte Wiederholung der Zielsequenz 


der Zielsequenz | 
ORF1 ORF2 LINE (6 kb) 
ooo U UUO ĊŘŘŘŘŘŮ——— 


an mRNA bildet sich ein Ribonucleoprotein (RNP). 
Dieses wird wieder zurück zum Zellkern transpor- 
tiert, wo der Endonuclease-Anteil in der DNA einen 
Einzelstrangbruch und somit ein freies 3-OH-Ende 
erzeugt. Anschließend stellt der Reverse-Transkripta- 
se-Anteil eine DNA-Kopie des LINEs her, die dann 
an einer anderen Stelle im Genom eingefügt wird. 
Reparaturenzyme der Zelle füllen die Lücken und 
erzeugen auf beiden Seiten des neuen LINEs flan- 
kierende duplizierte Sequenzen. Bei der Wanderung 
an einen neuen Ort kann ein LINE ein wichtiges 
Gen unterbrechen, was sich für die Zelle als fatal 
erweisen kann. Daher ist eine strikte Kontrolle der 
LINE-Wanderungen wichtig. Zu viele Wanderungen 
sind schädlich und können sowohl die Wirtszelle als 
auch die darin enthaltenen LINEs zerstören. Bei zu 
wenigen Wanderungsbewegungen hingegen kann es 
vorkommen, dass sich die LINEs nicht effektiv ver- 
mehren. Beim Menschen finden sich viele LINEs in 
genarmen, A/T-reichen Regionen des Genoms; das 
legt nahe, dass ein Mechanismus diese Elemente da- 
von abhält, die Zellfunktion zu zerstören. 

Neben den mittelrepetitiven Sequenzen ent- 
hält das menschliche Genom auch hochrepetitive 
DNA. Die SINEs (short interspersed nuclear ele- 
ments) (s. Abb.8.12) sind wie die LINEs ebenfalls 
Retroelemente. Die häufigsten Vertreter der SINEs 
sind die Alu-Sequenzen, so genannt, weil in diesem 
Abschnitt eine Restriktionsschnittstelle für die Re- 
striktionsendonuclease Alu liegt. Im menschlichen 
Genom gibt es rund 300 000 bis 500 000 Alu-Sequen- 
zen. SINEs können ohne das Reverse-Transkriptase-/ 
Endonuclease-Protein der LINEs nicht an andere 
Stellen des Genoms wandern. Im Gegensatz zu den 
LINES liegen die SINEs in genreichen Regionen des 
menschlichen Genoms, sie sind jedoch kürzer und 


8.12 Allgemeine Struktur von 
LINEs und SINEs 

LINEs enthalten einen internen 
Promotor für RNA-Polymerase II 

und zwei offene Leseraster, die fiir 
Proteine codieren. Die Funktion des 
ersten Proteins ist noch nicht be- 
kannt. Beim zweiten handelt es sich 
um ein bifunktionales Protein mit 
Reverse-Transkriptase- und Endonu- 
clease-Domänen. SINEs enthalten in 
der Regel nur einen internen Promo- 
tor für RNA-Polymerase Ill und eine 
Art tRNA-Stamm-Schleife-Struktur, 
gefolgt von einem Poly(A)-Schwanz. 


SINE (ca. 0,3 kb) 
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oft reaktionsträge; daher beeinträchtigt ihr Vorhan- 
densein die Genfunktion in der Regel nicht. 

Ein weiterer Typ hochrepetitiver Sequenzen im 
Genom des Menschen sind die Minisatelliten oder 
VNTRs (variable number tandem repeats). Diese sind 
über das gesamte Genom verstreut und wurden zu 
dessen Kartierung verwendet (s. weiter vorne). 


Junk DNA oder nichtcodierende genomische DNA 
enthalt viele verschiedene Formen von Sequenzen, 
darunter LINEs, SINEs, und Satelliten-DNA. 

LINEs werden in RNA transkribiert und in Pro- 
teine umgewandelt. Eines dieser Proteine schließt 
sich wieder mit der mRNA zusammen. Der RNP- 
Komplex wandert zurück in den Kern und fügt sich 
dort an einer neuen Stelle im Genom ein. 


Bioinformatik und 
Computeranalyse 


Wie bereits erwähnt, haben Computer das Sammeln 
und Analysieren genetischer Daten revolutioniert. 
Für die aufstrebende wissenschaftliche Disziplin, die 
sich mit dem Einsatz von Computern zur Verarbei- 
tung biologischer Informationen befasst, wurde der 
Begriff Bioinformatik geprägt. Die Bioinformatik 
beinhaltet eine große Zahl von Gebieten (Tabelle 8.4) 
und umfasst das Speichern, Abrufen und die Ana- 


lyse biomolekularer Daten. Die bei weitem größte 
Leistung der bioinformatischen Revolution war die 
Sequenzierung des Humangenoms. Heute wird der 
Begriff Bioinformatik auch im Zusammenhang mit 
Analysen verwendet, die mit DNA-Microarrays zu- 
sammenhängen (s. unten) und bei denen es um die 
Feststellung von Genomfunktionen geht. 

Aufgrund des breiten Anwendungsbereichs der 
Bioinformatik ist es von grundlegender Bedeutung, 
dass den Wissenschaftlern genomische Daten zur 
Verfügung stehen. Die Daten des Humangenompro- 
jekts sind beispielsweise im Internet auf der Seite 
des National Center of Biotechnology Information 
abrufbar (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Unten sind 
einige weitere Webseiten aufgelistet, die Sequenzda- 
ten zur Verfügung stellen. Das Humangenom lässt 
sich auf der Seite des NCBI auf vielerlei Weise analy- 
sieren. Mit der Metasuchmaschine Entrez Gene kann 
man bestimmte Gene namentlich identifizieren. Für 
jedes Gen ist sein Name und eine Beschreibung hin- 
terlegt, dazu der Genort, eine grafische Darstellung 
der Introns und Exons für alle bekannten Protein- 
isoformen sowie eine Zusammenfassung sämtlicher 
bekannter Geninformationen. Zusätzlich sind die 
verschiedenen Domänen des Proteins wie Aktinbin- 
dungsstellen aufgeführt, zusammen mit entsprechen- 
den Links zur Erläuterung der Domäne und ihrer 
Funktion. Schließlich sind auch noch Gene und/oder 
DNA-Abschnitte anderer Organismen dargestellt, die 
zu dem abgebildeten Gen homolog sind. Weiterhin 
enthält die Seite Links zu Forschungsartikeln über 
die Funktion des Gens. 


Tabelle 8.4 Mit der Bioinformatik verwandte Forschungsgebiete 


Gebiet Beschreibung 


Computerbiologie 
Phänomene 


medizinische Informatik 


Evolutions-, Populations- und theoretische Biologie; statistische Modelle für biologische 


Verwendung von Computern zur Verbesserung von Kommunikation, Verständnis und 


Management medizinischer Informationen 


Chemoinformatik 


Kombination von chemischen Synthesen, biologischen Screenings und Datengewinnung 


zur Entdeckung und Entwicklung von Arzneistoffen 


Genomik 
Proteomik 


Pharmakogenetik 


Analyse und Vergleich der gesamten genetischen Ausstattung einer oder mehrerer Arten 
globale Erforschung von Proteinen 


Identifizieren individueller Unterschiede in der Reaktion auf Arzneimittel mithilfe von 


genomischen/bioinformatischen Methoden 


Pharmakogenomik 


Identifikation von Drug-targets (Wirkstoffzielverbindungen) mithilfe der Genomik 
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Einige Bioinformatik-Webseiten: 
e GenBank und damit verbundene Datenbanken 
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov./Entrez/ 
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov./mapview/ 
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov./genome/guide/ 


human/ 
e Institute for Genomics Research (TIGR) 
- http://www.tigr.org/tdb 
e Genome Database (GDB) (Humangenom) 
- http://www.gdb.org 


e European Bioinformatics Institute (einschließlich 
EMBL und Swissprot) 
- http://www.ebi.ac.uk/ 
e Flybase (Drosophila-Genom) 
- http://flybase.bio.indiana.edu:82 
e RCSB Protein Data Bank 
- http://www.rcsb.org/pdb/ 
e PIR Protein Information Resource (PIR) 
- http://pir.georgetown.edu/pirwww/index. 
shtml 


Mit dem Programm Map Viewer (http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/mapview/) kann man das menschliche 
Genom auch ohne Vorstellung von einem konkreten 
Gen durchsuchen. So lassen sich beispielsweise über 
eine grafische Benutzeroberfläche einzelne Chromo- 
somen genau betrachten; dabei kann man in ver- 
schiedene Regionen hinein- und hinauszoomen. Ein 
weiterer Genom-Browser findet sich unter http:// 
www.ensembl.org. 

Das Humangenomprojekt hat eine riesige Menge 
an Daten und Informationen geliefert, die sich ohne 
den Einsatz von Computern gar nicht bewältigen 
lässt. Das gezielte Durchsuchen genomischer Da- 
tenbanken mithilfe von Computerprogrammen und 
das Auswerten dieser Daten bezeichnet man mit 
dem Überbegriff Data-Mining. Viele Bioinformati- 
ker entwickeln Programme, mit denen man Daten- 
banken durchsuchen und die rohen Sequenzdaten 
herausfiltern und sortieren kann. Data-Mining-Pro- 
gramme verarbeiten Informationen häufig über die 
folgenden Schritte: 

1. Auswahl der interessierenden Daten. 

2. Datenaufbereitung oder „Datenbereinigung“. Eli- 
minieren unnötiger Informationen, um eine Ver- 
langsamung oder Hemmung der Analyse zu ver- 
meiden. 

3. Umwandlung der Daten in ein für die Analyse 
zugängliches Format. 

4. Extraktion von Mustern und Beziehungen aus 
den Daten. 

5. Interpretation und Bewertung. 


Diese Programme können darauf ausgerichtet sein, 
nach verwandten Sequenzen zu suchen, durch Fest- 
stellen des Codongebrauchs Abschnitte codierender 
und nichtcodierender DNA zu bestimmen oder nach 
bekannten Consensussequenzen zu suchen - um nur 
einige Anwendungen zu nennen. Mittels der Ähn- 
lichkeitssuche nach verwandten Sequenzen können 
Forscher die potenzielle Funktion eines Gens iden- 
tifizieren. Weist ein menschliches Gen unbekannter 
Funktion eine große Ähnlichkeit mit einem charak- 
terisierten Gen von Fliegen auf, dann könnten die 
beiden codierten Proteine ebenfalls ähnliche Funk- 
tionen erfüllen. Dieses Forschungsfeld nennt man 
vergleichende Genomik. Man kann auch mehr als 
ein Gen vergleichen. So sind häufig ganze Synthe- 
sewege bei verschiedenen Arten ähnlich. Menschli- 
ches Insulin bindet zum Beispiel an einen Rezeptor 
an der Zelloberfläche und kontrolliert über mehrere 
intrazelluläre Proteine die Gentranskription. Bemer- 
kenswerterweise finden sich bei dem Fadenwurm 
Caenorhabditis elegans sehr ähnliche Insulinsignal- 
proteine. 

Probleme können sich ergeben, wenn Wissen- 
schaftler ein neues Protein ausschließlich mittels ver- 
gleichender Genomik überprüfen. Manchmal erfül- 
len ähnliche Sequenzen radikal andere Funktionen, 
da ähnliche Proteine im Laufe der Evolution neue 
Funktionen übernehmen. Schließlich sind auch die 
Datenbanken selbst nicht perfekt und können Fehler 
enthalten. Deshalb muss die vergleichende Genomik 
mit anderen Studien ergänzt werden, um die Funk- 
tion eines neuen Proteins verlässlich zu ermitteln. 

Andere Programme bestimmen anhand des Co- 
dongebrauchs (engl. codon bias oder codon usage) 
codierende und nichtcodierende Bereiche des Ge- 
noms. Um Gene zu finden, muss man zunächst die 
codierenden Abschnitte identifizieren. Dazu wird die 
Wobble-Position (dritte Base) des Codons betrach- 
tet. Auch wenn eine bestimmte Aminosäure häufig 
durch mehrere verschiedene Codons codiert wird, 
werden doch einige bevorzugt verwendet. Dieser un- 
terschiedliche Codongebrauch variiert von Organis- 
mus zu Organismus. Die meisten tRNAs für eine 
bestimmte Aminosäure erkennen das favorisierte 
Codon (bzw. die favorisierten Codons). So verwen- 
den beispielsweise die Gene von Escherichia coli für 
die Aminosäure Arginin bevorzugt die Codons CGA, 
CGU, CGC und CGG, aber nur selten AGA oder 
AGG. Für Arginin werden nur sehr wenige tRNAs 
produziert, die die Codons AGA und AGG erken- 
nen. In Regionen, die für Proteine codieren, tritt 
der Codongebrauch somit deutlich zutage, in nicht- 
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codierenden Regionen ist dies nicht der Fall. Ein 
potenzielles Gen von E. coli würde also relativ wenige 
AGA- und AGG-Codons enthalten. 

Schließlich ermöglichen Programme zum Erken- 
nen von Consensussequenzen den Wissenschaftlern, 
verschiedene Signaturen oder Motive zu finden, die 
mit bestimmten Funktionen assoziiert sind. Bei- 
spielsweise enthält eine Sequenz, die an ATP bindet, 
an bestimmten Stellen bestimmte Aminosäuren. Bei 
einem unbekannten Protein könnten diese Sequen- 
zen dazu beitragen, eine seiner Funktionen zu ermit- 
teln. Weitere Motive sind Actinbindungsdomänen, 
ein Hinweis darauf, dass das Protein an das Cyto- 
skelett bindet; oder Proteasespaltungsstellen, die nahe 
legen, dass das Protein intrazellulär durch Cellulasen 
modifiziert wird. Jedes potenzielle Motiv einer Se- 
quenz muss experimentell bestätigt werden. So ist 
es beispielsweise erforderlich nachzuweisen, dass ein 
Protein mit einer ATP-Bindungsstelle im Experiment 
tatsächlich ATP bindet. Sequenzanalysen bilden da- 
mit eine Grundlage für weitere Experimente. 


Bioinformatik ist die Analyse biologischer Informa- 
tionen unter Verwendung von Computern. 

Beim Data-Mining werden mithilfe von Compu- 
teralgorithmen Informationen aus Genomdatenban- 
ken analysiert, sortiert und zusammengetragen. 
Informationen über Gene erhält man durch den Ver- 
gleich von Sequenzen verschiedener Organismen. 


Medizin und Genomik 


Zu den wichtigsten Anwendungsmöglichkeiten für 
Humangenomdaten zählt die Diagnose von Krank- 
heiten. Die Genomik wird auf vielfältige Weise in 
der Medizin eingesetzt, auf einige der Anwendungen 
wird in den noch folgenden Kapiteln dieses Buches 
näher eingegangen. Die derzeit verbreitetste Anwen- 
dung stellen Gentests dar. Wenn der Zusammenhang 
zwischen Genen und bestimmten Krankheiten nach- 
gewiesen ist, kann man Screenings auf Mutationen 
innerhalb dieses Gens durchführen. Mithilfe solcher 
Tests kann man beispielsweise Krankheiten wie Mus- 
keldystrophie, cystische Fibrose, Sichelzellanämie 
und Chorea Huntington, also strikt erbliche Krank- 
heiten, diagnostizieren. Bei Krankheiten mit einer 
Umweltkomponente liefern Gentests Informationen, 
die die betreffenden Personen veranlassen können, 
ihren Lebensstil zu ändern. So gehen Personen mit 


einer Prädisposition für Darmkrebs vielleicht häufi- 
ger und früher als gewöhnlich zur Vorsorgeuntersu- 
chung und ändern möglicherweise sogar ihre Ernäh- 
rung, um die Chancen für den Krebs zu verringern. 
Zu weiteren Anwendungen gehört beispielsweise die 
Gentherapie (s. Kap. 17). 


Die Genomik hat weitreichende Auswirkungen auf 
Biotechnologie und Medizin. 


In der DNA häufen sich mit 
der Zeit Mutationen an 


Das Humangenomprojekt hat auf vielen Gebieten die 
Türen für verbesserte Analysen geöffnet, so auch in 
der Evolutionsbiologie. Die Sequenzmerkmale des 
menschlichen Genoms entstanden vor Millionen von 
Jahren, als es zu Mutationen kam und diese an die 
nachfolgenden Generationen weitergegeben wurden. 
Im Laufe der Entwicklungsgeschichte des Menschen 
haben viele verschiedene Ereignisse unsere genetische 
Geschichte geformt und schließlich zu unserem heuti- 
gen genetischen Status geführt. Jedes Individuum hat 
durch genetische Rekombinationen und/oder Muta- 
tionen eine einzigartige körperliche und emotionale 
Konstitution erworben. Viele Genmutationen treten 
in allen Zellen des Körpers auf. Die meisten Zellen 
mit solchen Defekten sterben ab, machen eine Apo- 
ptose (Zelltod) durch (s. Kap. 20). Tritt eine Mutation 
in somatischen Zellen (Körperzellen) auf, erben die 
Kinder oder Nachkommen diese nicht; nur Mutatio- 
nen in den Keimzellen oder Geschlechtszellen wer- 
den an die nächste Generation weitergegeben. 

Es gibt viele verschiedene Formen von Mutati- 
onen, die genetische Vielfalt bewirken (Tabelle 8.5). 
Die häufigsten sind Basenaustauschmutationen 
(Basenpaarsubstitutionen), bei denen ein Nucleo- 
tid durch ein anderes ersetzt ist. Wird eine Purin- 
base durch eine andere Purinbase ersetzt oder eine 
Pyrimdinbase durch eine Pyrimidinbase, so spricht 
man von einer Transition. Ist Pyrimidin hingegen 
gegen Purin ausgetauscht oder umgekehrt, liegt eine 
Transversion vor. Durch diese Mutationen entstehen 
SNPs, anhand derer man genomische Karten erstel- 
len kann. Da verschiedene Personen etwa alle 1000 
bis 2000 Basen eine Variation aufweisen, finden sich 
im gesamten Genom im Schnitt ungefähr 2,5 Millio- 
nen SNPs. 
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Tabelle 8.5 Mutationstypen 


Transition GAACGT GAGCGT 
Transversion GAACGT GATCGT 
Missense-Mutation GAA CGT GAT CGT 
Glu Arg Asp Arg 
konservative Substitution ACT CGT TCT CGT 
Thr Arg Ser Arg 
Radikalsubstitution GAT CGT GCT CGT 
Asp Arg Ala Arg 
Nonsense-Mutation GAA CGT TAA CGT 
Glu Arg Stopp 
Insertion GAACGT GAAACGT 
Deletion GAACGT GACGT 


SNPs oder Einzelbasensubstitutionen können 
überall im Genom vorkommen, sowohl in der co- 
dierenden als auch in der nichtcodierenden DNA. 
Tritt der SNP innerhalb eines Gens auf, kann sich die 
Sequenz und somit auch die Funktion des Proteins 
ändern. Wird durch den Austausch einer Base eine 
Aminosäure in dem Protein verändert, spricht man 
von einer Missense-Mutation (Fehlsinnmutation). 
Einige Missense-Substitutionen wirken sich kaum 
auf die Struktur oder die Funktion des betreffenden 
Proteins aus, wenn eine Aminosäure etwa durch eine 
andere mit ähnlichen Eigenschaften ersetzt wird. In 
diesem Fall spricht man von einer konservativen 
Substitution. Ein Beispiel wäre der Austausch von 
Threonin gegen Serin: Diese beiden Aminosäuren 
unterscheiden sich nur geringfügig in der Größe, 
aber nicht in der Chemie (beide haben eine -OH- 
Gruppe). Radikalsubstitutionen hingegen können 
die Funktion oder Struktur des Proteins verändern, 
weil hier Aminosäuren gegen andere mit abweichen- 
den chemischen Eigenschaften ausgetauscht sind. So 
sind beispielsweise Asparaginsäure und Serin häu- 
fig an Wasserstoffbrücken beteiligt; wird eine davon 
jedoch durch eine neutrale Aminosäure wie Valin 
ersetzt, kann dies zur Instabilität der Proteinstruktur 
führen. Bisweilen führen Missense-Substitutionen 
zu sogenannten konditionalen Mutationen: Unter 
bestimmten Bedingungen funktioniert das Protein, 
unter anderen nicht. Eine häufige konditionale Mu- 
tation ist die temperatursensitive Mutation: Hierbei 
verändert die Mutation die Proteinfunktion bei der 


permissiven Temperatur nicht, bei der restriktiven 
Temperatur ist das Protein hingegen defekt. Wird 
ein Codon durch einen Basenaustausch zu einem 
Stoppcodon, ergibt sich eine verstümmelte Version 
des Proteins. In diesem Fall spricht man von einer 
Nonsense-Mutation (Nichtsinnmutation). 

Neben Basenaustauschen können Mutationen 
auch zu Insertionen oder Deletionen führen. Wie 
beim Austausch einzelner Basen ist auch hierbei der 
Ort der Mutation entscheidend dafür, wie sich diese 
auswirkt. Erfolgt die Deletion oder Insertion eini- 
ger Basen innerhalb eines Gens, kann sich dadurch 
das Leseraster für das Protein verändern, wodurch 
nach der Mutation ein zufälliges Polypeptid entsteht. 
Häufig ergibt sich durch das veränderte Leseraster 
ein Stoppcodon, das zu einem verkürzten Protein 
führt. Durch große Deletionen können natürlich 
auch große Teile eines Gens oder gar gesamten Gene 
verloren gehen. Größere DNA-Abschnitte können 
durch Inversionen, Translokationen und Duplika- 
tionen Veränderungen erfahren. Bei einer Inversion 
wird ein DNA-Abschnitt in umgekehrter Orientie- 
rung wieder in die Originalsequenz eingefügt. Bei ei- 
ner Translokation wird ein ganzer DNA-Abschnitt an 
eine andere Stelle verschoben, bei einer Duplikation 
wird der DNA-Abschnitt zunächst kopiert und erst 
danach an einer anderen Stelle eingefügt, wodurch 
zwei identische Regionen entstehen. 

Bei einigen Bakterien erfolgen absichtlich rever- 
sible Inversionen und verursachen die sogenannte 
Phasenvariation. Hierbei wird durch ein Enzym na- 
mens Invertase (genaugenommen DNA-Invertase) 
ein an der Genregulation beteiligter DNA-Abschnitt 
invertiert. Dadurch ändert sich der Phänotyp der 
Bakterien. So werden beispielsweise bei Salmonella 
und E. coli durch Inversion eines Promotorabschnitts 
unterschiedliche Oberflächenantigenproteine an- 
oder abgeschaltet. In der einen Orientierung wird 
das Gen exprimiert, und das entsprechende Antigen 
erscheint auf der Zelloberfläche. In der anderen Ori- 
entierung zeigt der Promotor rückwärts zum Gen, 
das folglich auch nicht exprimiert wird. Dadurch 
können die Bakterien gegenüber dem menschlichen 
Immunsystem ihr Erscheinungsbild ändern, was eine 
Infektion erleichtert. 

In erster Näherung treten Mutationen zufällig 
über das gesamte Genom verteilt auf. Es gibt je- 
doch sogenannte Mutations-Hotspots - Regionen, 
in denen Mutationen sehr viel häufiger auftreten. 
Vielfach erfolgen Mutationen an methylierten Se- 
quenzen, weil bei methyliertem Cytosin häufig eine 
Aminogruppe eliminiert wird, wodurch ein Thy- 
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min entsteht. Gelegentlich kommt es zu Fehlern bei 
der Korrekturlesefunktion der Polymerase, und es 
werden einzelne falsche Basen eingebaut. Häufiger 
kommt es zu einer Strangverschiebung, wenn ein 
DNA-Abschnitt hochrepetitiv ist. Dies resultiert je 
nach Orientierung der Verschiebung in einer Dupli- 
kation oder Deletion. 

Angesichts der Mutationsraten kann man besser 
verstehen, wie Mutationen den Verlauf der Evolution 
geprägt haben. Die Mutationsrate ist niedrig und 
hängt von dem jeweils betroffenen Organismus oder 
sogar von dem speziellen Gen ab. Dennoch treten 
im Laufe der Zeit zahlreiche Mutationen auf. Wie 
aus Tabelle 8.6 zu ersehen, ist die Mutationsrate in 
größeren Genomen weitaus niedriger. Bei E. coli tre- 
ten innerhalb einer Generation Mutationen mit einer 
Häufigkeit von 5,4 x 107 pro 1000 Basenpaare auf, 
beim Menschen hingegen mehr als zehnmal seltener 
mit nur 5,0 x 10° pro 1000 Basenpaare. Korrigiert 
man jedoch die Mutationsrate in Hinblick auf die 
effektive Genomgröße (d.h. codierende Bereiche statt 
Gesamt-DNA), dann ist sie bei den meisten Organis- 
men annähernd gleich. Das lässt darauf schließen, 
dass es einen Mechanismus geben muss, der die Mu- 
tationsrate aktiv steuert. 


Mutationen treten bei allen Organismen mit unge- 
fähr gleicher Rate an zufälligen Stellen im Genom 
auf. 

Bei den Mutationen kann es sich um den Aus- 
tausch einzelner Basen handeln oder um Inversio- 
nen, Deletionen oder Insertionen. Insertionen und 
Deletionen sind in der Länge variabel. 


Tabelle 8.6 Mutationsraten in DNA-Genomen 


Genetische Evolution 


Die Sequenzierung von Genomen hat die mole- 
kulare Phylogenetik enorm erweitert; darunter 
versteht man die Erforschung der evolutionären 
Verwandtschaftsverhältnisse anhand von DNA- und 
Proteinsequenzen. Durch Vergleiche der Sequenzen 
verschiedener Organismen erhält man die Zahl der 
Veränderungen, die sich im Laufe von Millionen 
von Jahren angesammelt haben. Alle zellulären Or- 
ganismen, einschließlich Bakterien, Pflanzen und 
Tiere, besitzen ribosomale RNA. Deren Sequen- 
zen kann man vergleichen und anhand der Unter- 
schiede den Verwandtschaftsgrad der Organismen 
ermitteln. Dieses Vorgehen ist weniger subjektiv als 
der Vergleich physischer Merkmale für die Taxono- 
mie. Bei der als Kladistik bezeichneten Methode 
geht man davon aus, dass zwei Organismen letzt- 
endlich auf den gleichen gemeinsamen Vorfahren 
zurückgehen (sofern man nur weit genug in der 
Entwicklungsgeschichte zurückgeht) und dass an ir- 
gendeiner Stelle der Abstammungslinie eine dicho- 
tome Verzweigung oder Aufgabelung in zwei Kla- 
den (oder Monophyla) erfolgt ist. Die Unterschiede 
zwischen zwei Organismen geben an, vor wie lan- 
ger Zeit diese Aufspaltung stattgefunden hat. Die 
taxonomische Einordnung kann auch anhand von 
sichtbaren Merkmalen - also des Phänotyps - erfol- 
gen. Zumindest als erste Näherung funktioniert das 
bei Organismen mit zahlreichen auffälligen Merk- 
malen wie Säugetieren und Pflanzen recht gut. Bei 
Organismen wie Bakterien scheitert diese Methode 
allerdings. Die molekulare Phylogenetik hat jedoch 


Bakteriophage M13 6,4 Pe WO 0,005 0,005 
Bakteriophage Lambda 49 gl Z Wor? 0,004 0,004 
Escherichia coli 4600 SA OA 0,003 0,003 
Saccharomyces cerevisiae 12000 22.32 07 0,003 0,003 
Caenorhabditis elegans 80000 Pax 107 0,018 0,004 
Drosophila 170000 Syke 10? 0,058 0,005 
Mensch 3200000 5.05% 108 0,16 0,004 
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den Weg bereitet, um für alle Organismen Famili- 
enstammbäume zu erstellen. 

Wenn man zur Erforschung des Verwandtschafts- 
grades molekulare Daten verwendet, müssen die Se- 
quenzen natürlich korrekt sein und auch wirklich 
von dem betreffenden Organismus stammen. Beim 
menschlichen Genom kann dies mitunter dadurch 
verkompliziert werden, dass einige Sequenzen von 
anderen Organismen wie Viren oder Bakterien stam- 
men können. In gewissem Umfang betrifft dieses 
Problem alle Organismen. So enthalten beispiels- 
weise viele Bakteriengenome eingebaute Genome 
von Bakteriophagen. Ebenso wichtig ist es, darauf 
zu achten, dass die verglichenen Sequenzen tatsäch- 
lich homolog sind, also alle von einer gemeinsamen 
Vorläufersequenz abstammen. Zum Vergleich der Se- 
quenzen dient die Methode des Sequenzalignments; 
hierbei werden die Sequenzen nach den Regionen 
mit der größten Ähnlichkeit aneinander ausgerichtet 
(Abb. 8.13). 

Durch diese Form des Sequenzalignments kann 
man die Verwandtschaft von zwei oder mehr Prote- 
inen oder Genen ermitteln. Grafisch darstellen lässt 
sich der Verwandtschaftsgrad durch das Erstellen 
von phylogenetischen Bäumen (Stammbäumen). 
Diese zeichnen sich durch mehrere Merkmale aus: 
Wurzel, Verzweigungspunkte und Aste (Abb. 8.14). 
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Die Wurzel steht für den gemeinsamen Vorfahren, 
die Verzweigung gibt die dichotomen Aufspaltungen 
im Laufe der Evolution wieder. 

Einzelne Verzweigungspunkte stehen für gemein- 
same Vorfahren zweier Untergruppen von Organis- 
men. Die Äste repräsentieren Kladen, also mono- 
phyletische Gruppen, die auf einen gemeinsamen 
Vorfahren zurückgehen. Die Länge der Äste zeigt die 
Zahl der Sequenzänderungen an. Bei relativ kurzen 
Ästen ist die Aufspaltung der beiden Organismen 
erst vor relativ kurzer Zeit erfolgt, bei langen Ästen 
liegt sie schon länger zurück. 

Anhand von Sequenzalignments hat man Gene 
in Genfamilien eingeteilt, Gruppen nahe verwand- 
ter Gene, die durch sukzessive Duplikation und 
Divergenz entstanden sind. Gensuperfamilien ent- 
stehen, wenn sich die Funktionen der verschiede- 
nen Gene stetig auseinanderentwickelt haben, bis 
einige kaum noch erkennbar sind. Die Gene ähneln 
einander dann zwar noch in der Struktur, erfüllen 
aber sehr unterschiedliche Funktionen. So umfasst 
beispielsweise die Superfamilie der Transporter 
viele Proteine, die den Transport von Molekülen 
über biologische Membranen ermöglichen. Mitglie- 
der dieser Superfamilie transportieren Zucker in 
Bakterien, Wasser in menschliche Zellen oder sogar 
Antibiotika aus Bakterien hinaus. Man findet sie 
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HGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFK 100 
HGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFK 100 
PGSAQVKAHGKKVADALAKAADHVEDLPGALSTLSDLHAHKLRVDPVNFK 100 
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HGSAQIKGHGKKVVAALIEAANHIDDIAGTLSKLSDLHAHKLRVDPVNFK 100 
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8.13 Sequenzalignment verwandter Hämoglobinsequenzen 

Die Hamoglobinsequenzen wurden mit dem Sequenzalignment-Programm ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) an- 
einander ausgerichtet. Mit einem Sternchen (*) markierte Aminosäuren sind in allen Sequenzen identisch. Die mit einem 
Doppelpunkt (:) oder Punkt (.) markierten sind zwar nicht identisch, aber der Aminosäuretyp ist konserviert. 
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8.14 Phylogenetischer Baum 
von Hämoglobin 

Verglichen wurden folgende 
Aminosäuresequenzen: Globin-A 
des Huhnes, a,-Kette der Ratte, 
a,-Kette der Maus sowie a,- und 
a,-Kette des Menschen. Die 
Länge der Linien repräsentiert die 
Zahl der Sequenzunterschiede: Je 
länger die Linie ist, desto mehr 
Abweichungen in der Sequenz 
gibt es. Die Unterschiede wurden 
mit dem Programm ClustalW 
analysiert und der Baum mit dem 
Programm Phylodendron (http:// 
iubio.bio.indiana.edu/treeapp/) 
gezeichnet. 


0,1 


bei fast allen Organismen. Eine weitere Gensuper- 
familie ist die Globinfamilie (Abb. 8.15). Zu dieser 
Familie gehören die Myoglobine und Hämoglobine. 
All diese Proteine transportieren an Eisen gebunde- 
nen Sauerstoff; Myoglobin ist jedoch spezifisch für 
Muskelzellen, Hämoglobin hingegen für Blut. Man 
geht davon aus, dass zu einem frühen Zeitpunkt 
in der Evolution nur ein Gen für ein ancestrales 
Globin existierte. Irgendwann wurde dieses Gen 
dupliziert, und die Kopien haben sich getrennt ent- 
wickelt, sodass sich die eine auf das Blut, die andere 
auf die Muskeln spezialisiert hat. Hämoglobin selbst 
hat sich also erst später in verschiedene Formen 
aufgespalten, die jeweils in verschiedenen Entwick- 
lungsstadien aktiv werden. 

Neue Gene können jeweils einzeln entstehen, 
daneben können jedoch auch ganze Chromosomen 
oder Genome dupliziert werden. Bei einigen Orga- 
nismen, insbesondere Pflanzen, sind Duplikationen 
des gesamten Genoms relativ stabil und kommen 
recht häufig vor, beispielsweise beim heutigen Wei- 


Huhn 


Mensch, a, -Kette 


Mensch, a,-Kette 


zen. Er stammt von einer typischen diploiden Pflanze 
ab, der heute zur Herstellung von Mehl verwendete 
Weizen ist jedoch tetraploid. Der fiir Nudeln verwen- 
dete Hartweizen ist hexaploid und stammt von drei 
verschiedenen Vorläuferpflanzen ab. Diese Sorten 
entstanden durch natürliche Mutation und wurden 
aufgrund ihres höheren Proteingehalts und des bes- 
seren Ertrags zu Nutzpflanzen. 

Die Mutationsrate verschiedener Gene kann stark 
variieren. Das menschliche Genom unterliegt zwar 
einer stetigen durchschnittlichen Mutationsrate, ein- 
zelne Gene mutieren jedoch mit unterschiedlicher 
Geschwindigkeit. Essenzielle Proteine evolvieren 
oder mutieren im Schnitt langsamer. Es gilt aber 
auch umgekehrt: Je weniger entscheidend ein Gen 
für das Überleben ist, desto mehr Mutationen kön- 
nen toleriert werden und desto schneller evolviert 
das Protein. So sind beispielsweise im Gen für Cy- 
tochrom c, einem wesentlichen Bestandteil der Elek- 
tronentransportkette, in 100 Millionen Jahren im 
Schnitt nur 6,7 Veränderungen pro 100 Aminosäuren 
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Stammbaum der Globingenfamilie 


a Gy Be @ |e Myoglobin 


ancestrales 
a-Globin 


ancestrales 
B-Globin 
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Hämoglobin 


ancestrales 
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8.15 Die Globingenfamilie 

Im Laufe der Evolution ist durch verschiedene Gendupli- 
kationen und Aufspaltungsereignisse eine Familie nahe 
verwandter Gene entstanden. Nach der Duplikation des 
ersten ancestralen Globingens entstanden Hämoglobin 
und Myoglobin. Nach einer weiteren Duplikation hat sich 
das Hämoglobingen in ein ancestrales a-Globin- und ein 
ancestrales B-Globingen aufgespalten. Weitere Duplikatio- 
nen und Aufspaltungen brachten die gesamte Familie der 
Globingene hervor. 


erfolgt. Im Gegensatz dazu haben sich bei den Fib- 
rinopeptiden, die an der Blutgerinnung beteiligt sind, 
im gleichen Zeitraum 91 Mutationen pro 100 Ami- 
nosäuren angehäuft. Wie bereits erwähnt, eignet sich 
die ribosomale RNA gut, um Stammbäume entfernt 
verwandter Arten zu erstellen. Man findet sie in allen 
Organismen, sie ist wichtig für das Überleben und 
evolviert daher langsam. 

Was passiert, wenn ein Wissenschaftler nahe ver- 
wandte Organismen klassifizieren möchte? Essenzi- 
elle Gensequenzen liefern nicht genügend genetische 
Variabilität, um solche Organismen auseinanderzu- 
halten. Die Lösung könnten nichtessenzielle Gene 
darstellen, aber häufig sind auch diese zu ähnlich. In 
solchen Fällen kann man die Wobble-Position codie- 
render oder sogar nichtcodierender Abschnitte ver- 
wenden. Wie in Kapitel 2 ausgeführt, bezeichnet man 
als Wobble-Position das Nucleotid an der dritten 
Stelle eines Codons. Oft wird die gleiche Aminosäure 
durch verschiedene Codons codiert, die sich nur in 
dieser dritten Base unterscheiden. Daher wirken sich 
Änderungen an dieser Position in der Regel nicht auf 


die Funktion oder die Struktur des Proteins aus und 
können bei sehr nahe verwandten Arten oder auch 
bei Individuen derselben Art auftreten. 

Um den Verwandtschaftsgrad von Organismen 
festzustellen, vergleicht man auch die Genome der 
Mitochondrien und Chloroplasten. Hier sammeln 
sich mit höherer Rate Mutationen an als im Kernge- 
nom. Die Organellengenome variieren insbesondere 
in den nichtcodierenden Regionen. Ein Nachteil der 
Verwendung von Organellengenomen ist, dass Mi- 
tochondrien und Chloroplasten nur von der Mutter 
vererbt werden und sich damit nur die Abstam- 
mungslinie der mütterlichen Seite nachvollziehen 
lässt. 


Die molekulare Phylogenetik stellt anhand von 
Sequenzen aus dem Genom verschiedener Orga- 
nismen deren evolutionäre Verwandtschaftsverhält- 
nisse fest. 

Bei essenziellen Proteinen sammeln sich mit der 
Zeit weniger Mutationen an, bei weniger essenziel- 
len Proteinen treten mehr Mutationen auf. 


Von der Pharmakologie 
zur Pharmakogenetik 


Ein weiteres Forschungsgebiet, das durch das Hu- 
mangenomprojekt zahlreiche Veränderungen erfah- 
ren hat, ist die Pharmakologie - die Entwicklung von 
Arzneimitteln zur Behandlung von Krankheiten. Die 
Entwicklung von Arzneimitteln fand seit jeher „auf 
gut Glück“ statt - oft wurden neue Arzneistoffe als 
Nebenprodukt anderer Forschungen entdeckt. Peni- 
cillin zählt zu den größten Entdeckungen des 20. Jahr- 
hunderts, wurde jedoch nur durch Zufall gefunden. 
Alexander Fleming kultivierte Bakterien der Gattung 
Staphylococcus und ließ die Platten während der Fe- 
rien stehen. Nach seiner Rückkehr waren die Platten 
von Schimmelpilzen kontaminiert. Seltsamerweise 
wuchsen aber in der Umgebung des Schimmels keine 
Staphylokokken. Offenbar gab der Schimmelpilz eine 
Substanz ab, die das Bakterienwachstum unterband. 
Selbst Viagra wurde per Zufall entdeckt. Die Wis- 
senschaftler wollten eigentlich ein Herzmedikament 
entwickeln, als sie die „Nebenwirkung“ bemerkten. 
Die Entwicklung von Medikamenten ist unter ande- 
rem deswegen so kostspielig, weil viele der gewählten 
Forschungswege in Sackgassen führen. 
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Ein weiteres Problem bei der Entwicklung von 
Arzneimitteln sind die Nebenwirkungen, auch als 
unerwünschte Arzneimittelwirkungen (UAW) be- 
zeichnet. Während bei manchen Patienten solche 
unerwünschten Nebenwirkungen auftreten, reagie- 
ren andere auf dasselbe Arzneimittel gut und können 
geheilt werden. Die meisten Medikamente werden 
für den Durchschnittspatienten entwickelt, es gibt 
jedoch immer einige Menschen, bei denen es zu un- 
erwünschten Wirkungen kommt. So reagieren bei- 
spielsweise viele Menschen allergisch auf Penicillin 
oder andere Antibiotika. Unerwünschte Arzneimit- 
telwirkungen gehören zu den Hauptursachen für Kli- 
nikaufenthalte und Todesfälle infolge von Medika- 
menteneinnahme. Häufig sind die unterschiedlichen 
Reaktionen der Betroffenen auf bestimmte Arznei- 
mittel genetisch bedingt. 

Die Pharmakogenomik befasst sich mit der Er- 
forschung sämtlicher Gene im Zusammenhang mit 
der Reaktion auf Arzneimittel beim Menschen. In 
der Pharmakogenetik werden spezifisch vererbte 
Unterschiede im Metabolismus und in der Reak- 
tion auf Arzneimittel erforscht. Beide Forschungsge- 
biete haben zum Ziel, die Zahl der unerwünschten 
Arzneimittelwirkungen zu verringern. Dazu wird 
vor Verabreichung eines bestimmten Medikaments 
zunächst die genetische Ausstattung des Patienten 
ermittelt. Entscheidend für solche „genetischen“ Di- 
agnosen sind SNPs (s. weiter vorne). Häufig können 
einzelne Austausche in codierenden Regionen mit 
unerwünschten Arzneimittelwirkungen in Verbin- 
dung gebracht werden. Wenn beispielsweise ein be- 
stimmter Teil der Bevölkerung nicht auf ein Arznei- 
mittel reagiert, kann man die DNA dieser Menschen 
daraufhin analysieren, ob ein bestimmter SNP vor- 
handen ist, den Patienten, die eine Reaktion zeigen, 
nicht aufweisen. Bevor man einem neuen Patienten 
ebenfalls dieses Medikament verabreicht, kann zu- 
erst die DNA einer Blutprobe auf das Vorhandensein 
dieses SNP getestet werden. Die Tests auf SNPs 
können in einer Arztpraxis mittels Microarrays (s. 
weiter unten) erfolgen. Auf diese Weise lässt sich die 
Zahl der Praxisbesuche oder Krankenhausaufent- 
halte verringern. 

Mittels SNP-Analysen kann man auch Screenings 
auf Erbdefekte durchführen. Die SNPs werden mit 
einer als „ZipCode-Analyse“ bezeichneten Methode 
spezifisch nachgewiesen (Abb.8.16). Die Methode 
erlaubt die gleichzeitige Analyse vieler verschiedener 
SNPs. Zunächst amplifiziert man mittels PCR die 
Region, welche die verschiedenen zu untersuchen- 
den SNPs enthält. Man könnte die PCR-Fragmente 


vollständig sequenzieren, da sich die SNPs aber nur 
in einer einzigen Base unterscheiden, führt man eine 
sogenannte Single Base Extension (SBE) durch. Da- 
für wird ein Primer zugesetzt, der sich nur eine ein- 
zige Base vom SNP entfernt anlagert. Dieser Primer 
enthält auch eine „ZipCode-Region“, mit der dieser 
spezifische SNP analysiert werden kann; jeder SNP 
hat einen anderen ZipCode. Nachdem sich der Zip- 
Code-Primer an die PCR-Fragmente angelagert hat, 
werden DNA-Polymerase und fluoreszenzmarkierte 
Didesoxynucleotide hinzugefügt. Dadurch wird der 
Primer nur um eine einzelne Base verlängert. (Man 
beachte, dass Didesoxynucleotide die Kettenverlän- 
gerung blockieren und daher nur eine Base zugefügt 
werden kann.) Jede Base wird mit einem anderen 
Fluoreszenzfarbstoff markiert und kann so identifi- 
ziert werden. Anschließend werden Mikrokügelchen 
hinzugegeben, an die komplementäre ZipCode-Se- 
quenzen (cZipCode) gebunden sind. Diese erkennen 
den ZipCode des Primers. Der gebundene ZipCode- 
Primer mit dem markierten Nucleotid hat abhängig 
von der eingebauten Base eine andere Farbe. Die ver- 
schiedenen Farben können dann mittels Durchfluss- 
cytometrie (FACS, fluorescent activated cell sorting) 
sortiert und ausgezählt werden. 

Als Nebenprodukt des Humangenomprojekts 
entstand unter anderem die Datenbank Pharmaco- 
genetics and Pharmacogenomics Knowledge Base 
(PharmGKB; http://www.pharmgkb.org/). Darin sind 
sämtliche Gene und Mutationen verzeichnet, welche 
die Wirkung von Arzneimitteln beeinflussen. Man 
denke nur an Asthma. Bei dieser Krankheit kommt 
es aufgrund einer Überempfindlichkeit gegenüber 
eingeatmeten Reizstoffen zu einer Verengung der 
Atemwege. Die Muskelzellen um die Bronchien ver- 
krampfen sich und behindern so den Luftstrom. Zur 
Erweiterung der Atemwege bei Asthmapatienten 
wird das Medikament Albuterol eingesetzt. Dieses 
wirkt entspannend auf die Muskelzellen und erwei- 
tert dadurch die Bronchien. Albuterol wirkt auf den 
ß-2-adrenergen Rezeptor, und durch Mutationen in 
diesem Rezeptor verändert sich die Wirksamkeit von 
Albuterol. Durch den Austausch nur eines einzigen 
Nucleotids, das Ersetzen von Glycin an Position 16 
durch Arginin, erhält man ein Rezeptorprotein, das 
effektiver auf Albuterol reagiert. Ob Albuterol wirkt, 
hängt somit davon ab, ob ein Patient diesen SNP 
aufweist. 

Eines weiteres wichtiges Gebiet der Pharmako- 
genetik betrifft die Cytochrom-P450-Enzymfamilie. 
Diese spielt eine entscheidende Rolle beim oxida- 
tiven Abbau zahlreicher Fremdmoleküle, darunter 
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8.16 ZipCode-Analyse und Single Base Extension (SBE) von SNPs 

Mittels PCR wird ein DNA-Abschnitt mit einem SNP erzeugt (hier ist aus Gründen der Übersichtlichkeit nur ein einzelner 
Strang dargestellt). Anschließend wird mit einem Primer, der eine Base vor dem SNP bindet, eine Single Base Extension 
durchgeführt. Person 1 hat an der Stelle des SNP ein A, daher wird ddT eingebaut. Bei Person 2 führt ein G an derselben 
Stelle zum Einbau von ddC. Die Basen werden mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Durch die Verwendung 
von Didesoxynucleotiden wird die Addition weiterer Basen verhindert. Der verlängerte Primer bindet dann über seine 
ZipCode-Sequenz an den komplementären cZipCode, der zur einfacheren Isolierung an ein Mikrokügelchen oder einen 


anderen festen Träger gebunden ist. 


auch viele Pharmazeutika. Das Isoenzym CYP2D6 
oxidiert Arzneimittel aus der Klasse der trizykli- 
schen Antidepressiva; die verschiedenen Allele dieses 
Enzyms beeinflussen, wie gut der Betreffende diese 
Arzneimittel verstoffwechseln kann. Ähnlich wie bei 
Albuterol kann man feststellen, welches Allel ein Pa- 
tient besitzt, und dadurch eine Überdosierung oder 
abträgliche Reaktionen vermeiden. Mit der Zeit wer- 
den immer mehr medizinische Behandlungen indi- 
viduell auf den Patienten abgestimmt sein und nicht 
auf eine Durchschnittsperson. 


Die Pharmakogenetik befasst sich mit vererbten 
Unterschieden im Stoffwechsel und der Reaktion auf 
Arzneimittel. 

Einige SNPs wirken sich darauf aus, wie der 
Betreffende ein bestimmtes Arzneimittel verstoff- 
wechselt. Wenn man ermittelt hat, welcher SNP mit 
welcher Arzneimittelsensitivität in Verbindung steht, 
kann man Patienten vor Verabreichung eines Medika- 
ments daraufhin testen und damit möglicherweise un- 
erwünschte Arzneimittelwirkungen (UAW) vermeiden. 
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Genexpression und 
Microarrays 


Wie bereits erwähnt, besteht eines der größten Pro- 
bleme bei der Ermittlung der korrekten Anzahl von 
Genen darin, zu entscheiden, ob es sich bei einer 
bestimmten Sequenz tatsächlich um ein Gen handelt 
oder nicht. Um festzustellen, ob ein vermeintliches 
Gen tatsächlich eines ist, kann man als ersten Schritt 
messen, ob ein Gen in mRNA transkribiert wird. 
Lange Zeit hat man die Genexpression auf der Basis 
einzelner Gene gemessen, mittlerweile untersucht die 
funktionelle Genomik die Genexpression jedoch am 
gesamten Genom. Die funktionelle Genomik bein- 
haltet die umfassende Analyse der gesamten vom 
Genom transkribierten RNA - bezeichnet als Tran- 
skriptom; sämtliche vom Genom codierten Proteine 
- das Proteom (s. Kap. 9); sowie alle in dem Organis- 
mus ablaufenden Stoffwechselwege - das Metabo- 
lom (s. Kap. 9). 

Da das gesamte menschliche Genom lediglich 
rund 25000 verschiedene Gene umfasst, kann man 
die Genexpression mithilfe der Microarray-Technik 
erforschen. DNA-Microarrays oder DNA-Chips 
sind auf einem festen Trägermaterial wie einem Ob- 
jektträger mit Tausenden unterschiedlichen einzig- 
artigen Sequenzen beschichtet. Microarrays beruhen 
auf dem Prinzip der Hybridisierung einer „Sonde“ 
mit Zielmolekülen in der experimentellen Probe. In 
dem Microarray sind die Sonden jedoch an den 
festen Träger gebunden, und die Probe befindet sich 
in Lösung. Der Microarray repräsentiert das Genom 
des zu testenden Organismus; die Sequenzen ent- 
sprechen dessen einzelnen Genen. 

Zur Analyse der Genexpression wird RNA aus 
einer Zellprobe extrahiert und gegen den Microarray 
getestet. Normalerweise wird die zu analysierende 
RNA-Probe zuvor mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
markiert. Die Hybridisierung der mRNA aus der 
Probe mit den DNA-Sonden auf dem Träger zeigt 
an, ob und in welchem Umfang ein Gen exprimiert 
wird. Die Fluoreszenz an den einzelnen Punkten des 
Arrays korreliert mit der Menge der entsprechenden 
mRNA in der Probe. 

Mit Microarrays kann man RNA aus Zellen hyb- 
ridisieren, die unter den verschiedensten Versuchs- 
bedingungen kultiviert wurden - zum Beispiel Hit- 
zeschock, Krebs oder andere Krankheitszustände. 
Denselben Array kann man mit zwei oder mehr 
RNA-Proben hybridisieren (Versuchs- und Kont- 
rollproben) und so die Genexpression vergleichen. 


Für diesen Vergleich markiert man jede RNA-Probe 
mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff, etwa rot 
und grün. Ist eine bestimmte RNA in nur einer 
der Proben vorhanden, wird der entsprechende 
Punkt auf dem Microarray rot oder grün leuchten 
(Abb. 8.17); ist die betreffende RNA jedoch sowohl 
in der Versuchs- als auch in der Kontrollprobe ent- 
halten, so wird der Punkt gelb leuchten (d.h. rot 
plus grün). Moderne Arrays können Tausende oder 
gar Millionen verschiedene Proben aufnehmen, so- 
dass man damit das gesamte Genom der meisten 
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8.17 Nachweis von mRNA durch Fluoreszenzfarb- 
stoffe mit einem DNA-Chip 

DNA-Chips können viele verschiedene mRNAs gleichzeitig 
nachweisen. Jeder Punkt des Rasters ist an eine andere 
DNA-Sequenz gebunden. Um festzustellen, welche Gene 
unter welchen Bedingungen exprimiert werden, isoliert 
man mRNA und markiert jede Probe mit einem andersfar- 
bigen Fluoreszenzfarbstoff. Bei Verwendung zweier ver- 
schiedener Farbstoffe (wie im gezeigten Beispiel) kann der 
gleiche Chip für beide verwendet werden. Die Visualisie- 
rung erfolgt dann auf drei verschiedene Weisen: Eine zeigt 
nur den roten Farbstoff, eine zweite nur den grünen; bei 
der dritten werden die beiden Bilder übereinandergelegt, 
sodass die überlappenden Punkte gelb leuchten. 
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Organismen auf einmal testen kann. Manche Arrays 
sind so gruppiert, dass alle an der Proteinsynthese 
beteiligten Gene oder alle an der Hitzeschockreak- 
tion beteiligten beieinander liegen. Per Computer 
werden Farbe und Intensität der Fluoreszenz für 
jeden der Punkte abgelesen und das Ergebnis ana- 
lysiert. 

Die Ergebnisse können einen umfassenden Ein- 
blick in die Genexpression unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen geben. Mit dieser äußerst effekti- 
ven Technik sind Wissenschaftler in der Lage Tau- 
sende oder gar Millionen Sequenzen auf einmal zu 
analysieren. So kann man beispielsweise Träger mit 
jedem benannten Gen des Hefegenoms herstellen 
und diese Gene auf ihre Expression in unterschied- 
lichen Phasen des Zellzyklus analysieren. Eine He- 
fekultur kann durch Zugabe von a-Faktor oder die 
Verwendung einer mutierten Hefe (die in bestimm- 
ten Mitosestadien stoppt) synchronisiert und in un- 
terschiedlichen Stadien des Zellzyklus angehalten 
werden. So ist es möglich, die Genexpressionsmuster 
der jeweiligen Stadien zusammenzustellen und zu 
vergleichen (Abb. 8.18). 
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Die funktionelle Genomik beinhaltet die umfas- 
sende Analyse der gesamten vom Genom transkri- 
bierten RNA. 

DNA-Microarrays oder DNA-Chips bestehen 
aus einem festen Trager (z.B. aus Glas), der mit 
Tausenden verschiedenen einzigartigen Sequenzen 
beschichtet ist. Wird auf dem Microarray fluo- 
reszenzmarkierte RNA inkubiert, kommt es zur 
Hybridisierung komplementärer Sequenzen. Die 
Intensität der Fluoreszenz entspricht der Menge an 
RNA, die an den DNA-Microarray gebunden ist. 


Herstellung von 
DNA-Microarrays 


Es gibt vor allem zwei Typen von DNA-Microarrays: 
Der eine enthält CDNA-Fragmente von 600 bis 2400 
Nucleotiden Länge, der andere 20 bis 50 Nucleotide 
lange Oligonucleotide. Jeder dieser Typen wird an- 
ders hergestellt. Bei der Herstellung eines cDNA-Mi- 
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8.18 Genexpression während des Zellzyklus der Hefe 


Die Farbcodierung zeigt die Phase des Zellzyklus mit der maximalen Genexpression an. Auf den 16 Chromosomen der 
Hefe wurden mehr als 800 verschiedene Gene analysiert, die auf Veränderungen des Zellzyklus reagieren. Nachdruck mit 
freundlicher Genehmigung aus Cho et al (1998) A genome-wide transcriptional analysis of the mitotic cell cycle. Mo/ Cell 


2: 65-73. 
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croarrays muss man jede der verschiedenen Sonden 
einzeln auswählen und durch PCR oder herkömm- 
liches Klonen erzeugen. Danach werden alle DNA- 
Sonden auf den Träger gespottet. Zur Herstellung 
eines Oligonucleotid-Arrays wird das Oligonucleotid 
direkt auf dem Träger synthetisiert. 


cDNA-Microarrays 


Als ersten Schritt bei der Herstellung eines cDNA- 
Microarrays muss man Zahl und Typ der Sonden 
ermitteln, die an den Träger gebunden werden sollen. 
Da bei verschiedenen Organismen schon das gesamte 
Genom sequenziert wurde, ist es relativ einfach, po- 
tenzielle Gene zu identifizieren. Bei der Sequenzie- 
rung dieser Genome entstehen viele geklonte DNA- 
Abschnitte, die alle verschiedenen Gene oder einen 
Teil davon enthalten. Die Wissenschaftler können 
entweder diese Klone verwenden oder mithilfe der 
PCR Gene aus einer DNA-Probe amplifizieren. Vor 
dem Aufbringen auf den Glasträger muss jedes PCR- 
Produkt zunächst gereinigt werden, damit überflüs- 
sige Nucleotide, Taq-Polymerase und Salze beseitigt 
werden und nur die reine DNA an den Träger bindet. 
Reine cDNA-Proben kann man direkt verwenden. 

Im nächsten Schritt wird mithilfe eines Microar- 
ray-Roboters der Chip hergestellt. In Vertiefungen 
(wells), die rasterförmig auf Mikrotiterplatten ange- 
ordnet sind, gibt man die gereinigten DNA-Proben. 
Die Größe des Rasters hängt von der Zahl der Pro- 
ben ab. Wenn jedes vorhergesagte menschliche Gen 
einmal vorhanden ist, benötigt man ungefähr 25000 
Vertiefungen. In der Praxis werden Sonden für jedes 
Gen mehr als einmal an verschiedenen Stellen des 
Chips gebunden; damit erhält man für jedes Gen 
mehrere Messwerte. Mit einem Roboterarm werden 
rasterförmig angeordnete, sogenannte Pins in die 
Vertiefungen getaucht - jeweils ein Pin pro Vertie- 
fung. Anschließend kommen die Spitzen mit einem 
Glasträger in Kontakt und hinterlassen jeweils ei- 
nen kleinen DNA-Tropfen. Der Roboterarm stellt so 
lange gespottete Glasträger her, bis die DNA in den 
Wells aufgebraucht ist. Durch die Verwendung des 
Microarray-Roboters sind die einzelnen Chips preis- 
günstig und einfach herzustellen. Schließlich wird 
die DNA mithilfe von ultraviolettem Licht mit dem 
Glasträger vernetzt; dabei bilden sich zwischen den 
Thyminen der DNA und dem Glas Quervernetzun- 
gen aus. Abbildung 8.19 zeigt die DNA auf einem 
Microarray-Raster, sichtbar gemacht durch ein Ras- 
terkraftmikroskop (RKM). 


8.19 Rasterkraftmikroskopisches Bild der DNA auf 
einem Microarray 

Bereich eines Hefe-Microarrays nach der Hybridisierung. 
Die DNA ist deutlich in ausreichender Dichte aufgebracht, 
um viele Wechselwirkungen zwischen Strängen zu ermög- 
lichen. Die Breite der Abbildung entspricht einer Entfer- 
nung von zwei Mikrometern. Nachdruck mit freundlicher 
Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd. aus Duggan 
DJ, Bittner M, Chen Y, Meltzer P, Trent JM, Nature Gene- 
tics 12: 82-89, Copyright 1999. 


Mit den inzwischen entwickelten neueren Tech- 
nologien lassen sich die Größenschwankungen der 
Probenspots in den Microarrays verringern. Bei neu- 
eren cCDNA-Microarrays werden die Proben mit ei- 
ner Tintenstrahldruckertechnik auf den Glasträger 
aufgetragen. Dazu werden die cDNA-Proben vom 
Druckkopf in separate Kammern aufgesogen und 
dann in Tröpfchen auf den Glasträger aufgebracht, 
ähnlich einem Drucker, der Papier mit Tinte be- 
druckt. Durch diese Drucktechnologie kann man 
Größen- und Mengenschwankungen der cDNA in 
den Probenspots verhindern. Durch spezielle An- 
schlussstücke wird verhindert, dass es zu einer Ver- 
mischung der Tintenkanäle und damit zu einer ge- 
genseitigen Kontaminierung kommt. 


Oligonucleotid-Microarrays 


Traditionell werden Oligonucleotide an Kugeln 
aus porösem Glas (engl. controlled pore glass, CPG; 
s.Kap.4) chemisch synthetisiert. Daher ist es kein 
allzu großer logischer Sprung, viele verschiedene Oli- 
gonucleotide nebeneinander auf einem Glasträger zu 
synthetisieren. Der Hauptunterschied zwischen der 
Synthese einzelner Nucleotide auf Kugeln und der 
Herstellung von Arrays auf Glasträgern ist, dass der 
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Glasträger Maske 


Array aus Tausenden verschiedenen Oligonucleoti- 
den besteht, von denen jedes an der richtigen Stelle 
mit einer einzigartigen Sequenz synthetisiert werden 
muss. Dazu kombiniert man die Photolithographie 
und die Festphasen-DNA-Synthese (Abb. 8.20). Die 
Technik der Photolithographie wird zur Herstellung 
von integrierten Schaltkreisen verwendet, wobei mit- 
tels einer Maske bestimmte Lichtmuster auf eine feste 
Oberfläche übertragen werden. Das Licht aktiviert 
die Oberfläche, auf die es trifft, während die übrige 
Oberfläche inaktiviert bleibt. 

Zunächst wird ein Objektträger mit einem Spa- 
cer beschichtet, der in einer reaktiven Gruppe endet. 
Diese wird dann mit einer lichtsensitiven Blockie- 
rungsgruppe beschichtet, die durch Licht entfernt 
werden kann. Bei jedem Synthesezyklus werden 
jene Stellen, an denen ein bestimmtes Nucleotid 
binden soll, beleuchtet, um die Blockierungsgruppe 
zu entfernen. Dann werden nacheinander die vier 
Nucleotide zugegeben. Nach jedem Mal wird eine 
Maske an dem Glasträger ausgerichtet. Durch Lö- 
cher in der Maske strahlt Licht und aktiviert die 
Enden jener wachsenden Oligonucleotidketten, die 
beleuchtet werden. Ganz ähnlich wie bei der tradi- 
tionellen chemischen Synthese ist das 5’-OH-Ende 
jedes Nucleotids geschützt. Somit wird nach jeder 
Zugabe das Ende der wachsenden Kette erneut blo- 
ckiert. Diese Schutzgruppen werden durch Licht 
aktiviert. Deshalb wird bei jedem Schritt eine neue 
Maske vor dem Glasträger platziert, und durch- 
scheinendes Licht entfernt die Schutzgruppen von 
den betreffenden Nucleotiden. Dieser gesamte Vor- 
gang wiederholt sich für jedes Nucleotid an je- 
der Position auf dem Glasträger. Entscheidend für 
diese Technologie ist die Herstellung der Masken 
(Abb. 8.21). 


8.20 Photolithographie 

Durch eine Maske strahlendes Licht 
erzeugt auf dem Glasträger ein 
bestimmtes Muster. Ist der Träger 
mit einer Substanz beschichtet, die 
durch Licht aktiviert wird, werden 
nur die beleuchteten Bereiche für 
die Anlagerung eines weiteren Nuc- 
leotids aktiviert. 


Licht 


DNA-Microarrays werden mit cDNA oder Oligonuc- 
leotiden hergestellt. 

Zur Herstellung der Microarrays werden Proben 
reiner cDNA-Klone in kleinen Spots auf Glasträger 
aufgetragen. Die DNA wird mittels UV-Bestrahlung 
mit dem Glas quervernetzt. 

Bei der Herstellung von Oligonucleotid-Arrays wird 
die DNA direkt auf dem Objektträger synthetisiert. 


Hybridisierung auf 
DNA-Microarrays 


Die Hybridisierung der DNA auf einem Microarray 
ähnelt der anderer Hybridisierungen wie Southern 
Blots, Northern Blots oder Western Blots. All diese 
Techniken beruhen auf der komplementären Natur 
der beiden DNA-Stränge. Kommen zwei komple- 
mentäre DNA-Stränge zusammen, so lagern sich die 
komplementären Basen aneinander, also Thymin an 
Adenin und Guanin an Cytosin. Die Hybridisierung 
bei einem DNA-Microarray wird durch die gleichen 
Faktoren beeinflusst wie bei diesen Techniken. 

Die Bindung der DNA an den Objektträger kann 
sich darauf auswirken, wie gut die DNA-Sonde mit 
der Ziel-DNA hybridisiert. Das gilt insbesondere für 
Oligonucleotid-Microarrays (Abb. 8.22). Durch die 
Lange der Spacermolekiile zwischen den Oligonuc- 
leotiden und dem Glastrager lasst sich die Hybridi- 
sierung optimieren. Bei einem Oligonucleotid, das 
mit einem kurzen Spacer an das Glas gebunden ist, 
befinden sich viele der Nucleotide am Anfang der 
Sequenz zu nahe am Objekttrager, sodass sich die 
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und so weiter 


8.21 Oligonucleotidsynthese direkt auf dem Chip 

Zur Herstellung von Oligonucleotid-Arrays kann die chemische Synthese der Oligonucleotide direkt auf dem Chip erfol- 
gen. Zunächst werden Spacer mit reaktiven Gruppen an den Glasträger gebunden und blockiert. Anschließend gibt man 
nacheinander die vier Nucleotide hinzu (in diesem Beispiel wird zunächst G hinzugefügt, dann T). Eine Maske deckt jene 
Bereiche ab, die bei einer bestimmten Reaktion nicht aktiviert werden sollen. Licht aktiviert sämtliche nicht von der 
Maske verdeckten Gruppen; an diese wird ein Nucleotid gebunden. Danach wird der ganze Vorgang mit dem nächsten 
Nucleotid wiederholt. 
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a kurze versus lange Spacer 


fester Träger 


Oligonucleotide 
dicht gepackt 


Oligonucleotide 
stark ausgebreitet 


b kurze versus lange Zielmoleküle 


fester Träger 


8.22 Die Länge der Spacer- und der Zielmoleküle wir- 
ken sich auf die Hybridisierung auf Microarrays aus 
a Ist der Spacer zwischen Glasträger und Oligonucleotid 
zu kurz, kondensieren die Oligonucleotide und sind damit 
nicht für die Hybridisierung zugänglich. Ist das Spacermo- 
lekül hingegen zu lang, falten sich die Oligonucleotide um 
und verheddern sich, was ebenfalls eine optimale Hybridi- 
sierung verhindert. b Ist das Zielmolekül für die Hybridisie- 
rung zu lang, kann es vorkommen, dass die Zielsequenzen 
Haarnadelschleifen mit sich selbst ausbilden, statt an die 
Oligonucleotide des Arrays zu binden. 


hinzugegebene RNA oder DNA nicht an sie anlagern 
kann. Oligonucleotide mit zu langen Spacern können 
sich dagegen umfalten und untereinander verwirren. 
Auch in diesem Fall ist die Sequenz nicht zugänglich 
für eine Hybridisierung. Sind die Oligonucleotide 
mit Spacermolekülen mittlerer Länge an das Glas 
gebunden, befinden sie sich weit genug vom Glas 
entfernt, aber nicht so weit, dass sie sich verheddern 
können. Daher ermöglichen mittellange Spacer die 
beste Zugänglichkeit für die Hybridisierung. 

Damit zwei DNA-Abschnitte (beziehungsweise 
eine RNA und eine DNA) hybridisieren können, 
müssen die Sequenzen bestimmte Eigenschaften auf- 


weisen. Von großer Bedeutung ist beispielsweise die 
relative Zahlan A-T-Basenpaaren im Vergleich zu G- 
C-Basenpaaren. Da die G-C-Basenpaare durch drei 
Wasserstoffbrücken zusammengehalten werden, ist 
zum Auftrennen dieser Bindungen mehr Energie er- 
forderlich als bei A-T-Basenpaaren, zwischen denen 
sich nur zwei Wasserstoffbrücken ausbilden. Mehr G- 
C-Paare ergeben somit eine stärkere Hybridisierung. 
Enthält die Sequenz viele A-T-Basenpaare, bildet sich 
der Doppelstrang langsamer aus und ist weniger sta- 
bil. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Sekundär- 
struktur. Wenn die Sondensequenz eine Haarnadel- 
schleife ausbilden kann, wird sie nur schlecht mit der 
Zielsequenz hybridisieren. Auch wenn es zwischen 
Sonde und Zielsequenz zu vielen Fehlpaarungen 
kommt, bildet sich der Doppelstrang nicht richtig 
aus. All diese Probleme muss man bei der Herstellung 
eines Oligonucleotid-Microarrays berücksichtigen. 
Mittlerweile gibt es Computerprogramme zur Identi- 
fizierung geeigneter Genregionen mit Sequenzen, aus 
denen sich effiziente Sonden ableiten lassen. 
cDNA-Arrays sind unproblematischer als Oligo- 
nucleotid-Arrays. Da cDNAs bereits doppelsträngig 
sind, stellen Sekundärstrukturen wie Haarnadelschlei- 
fen kaum ein Problem dar. Für eine Hybridisierungs- 
reaktion müssen cDNA-Arrays durch Hitzebehand- 
lung oder mit chemischen Verbindungen denaturiert 
werden, um einzelsträngige Sonden zu erhalten. Da- 
nach gibt man einzelsträngige RNA-Proben unter sol- 
chen Bedingungen hinzu, die die Hybridisierung auf 
dem Träger und die Ausbildung eines RNA-cDNA- 
Doppelstrangs ohne Fehlpaarungen begünstigen. 


Damit bei Oligonucleotid-Microarrays eine Hybridi- 
sierung mit den Proben erfolgen kann, müssen die 
Spacer eine geeignete Länge haben, und die Oligo- 
nucleotide dürfen nur wenige Sekundärstrukturen 

aufweisen. 


Ermitteln der Genexpression 
mit genomweiten Tiling 
Arrays 


Genomweite Tiling Arrays sind Oligonucleotid-Mi- 
croarrays, die das gesamte Genom abdecken. Als 
erstes gesamtes Genom wurde das von Arabidopsis 
(Ackerschmalwand) durch einen solchen Array re- 
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präsentiert. Dazu wurde ein Genchip mit 25-mer 
Oligonucleotiden hergestellt, die einander überlapp- 
ten und die gesamte Sequenz des Genoms umfassten. 
Komplementäre Oligonucleotidsequenzen entlang 
sämtlicher Chromosomen wurden nacheinander so 
angeordnet, dass sich mit dem Array die Genexpres- 
sion bequem analysieren ließ (Abb. 8.23). 


genomweiter Tiling Array 


Fiir das menschliche Genom wurden Tiling Ar- 
rays hergestellt, welche die kompletten Sequenzen 
der Chromosomen 21 und 22 abdecken. Auch hierzu 
werden Oligonucleotide aus 25 Basenpaaren verwen- 
det, allerdings nicht tiberlappend, sondern jeweils im 
Abstand von 35 Basenpaaren entlang der Sequenz. 
Damit handelt es sich genau genommen nur um 
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splice junction array (Spleißstellen-Array) 


Exonsonden 


8.23 Genomweite Arrays 


Spleißstellensonden 


Die überlappenden Oligonucleotide auf genomweiten Tiling Arrays decken das gesamte Genom eines Organismus ab. Bei 
quasi-genomweiten Arrays sind die Sonden in gleichen Abständen über das Genom verteilt. Mit Ausnahme der Lücken 
zwischen den Sonden decken diese somit das gesamte Genom ab. Die sogenannten splice junction arrays („Spleißstellen- 
Arrays“) umfassen nur Sonden strangaufwärts und strangabwärts von bekannten Spleißstellen in der mRNA. Bei exon- 
scanning arrays stammen die Sonden ausschließlich aus Exonsequenzen. 
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„quasi-genomweite Arrays“. Im Vergleich zu Arrays, 
die nur bekannte Gene umfassen, hat man mit Tiling 
Arrays auch die Möglichkeit, neue Regionen zu iden- 
tifizieren, die transkribiert werden; dabei kann es 
sich um unbekannte, proteincodierende Gene oder 
um nichttranslatierte RNA handeln. Zur Ermittlung 
der Genexpression wurde aus vielen verschiedenen 
Zelllinien und Geweben extrahierte RNA verwen- 
det; ebenso zur Feststellung von Unterschieden im 
Spleißmuster sowie zum Auffinden neuer Gene und 
Zielsequenzen für RNA-bindende Proteine. 

Als interessantestes Resultat ergab sich bei der 
Analyse der menschlichen Chromosomen 21 und 22, 
dass viel größere Abschnitte dieser Chromosomen 
in mRNA transkribiert werden, als zuvor anhand 
von Computeranalysen der Exonregionen prognos- 
tiziert. Ungefähr 90 % der transkribierten Abschnitte 
befanden sich außerhalb der bekannten Exons. Die 
Mehrzahl der transkribierten Regionen erzeugte 
nichtcodierende RNA, meist von weniger als 75 Ba- 
senpaaren Länge. Das lässt darauf schließen, dass die 
nichtcodierende RNA für die Biologie des Menschen 
eine weitaus wichtigere Rolle spielt, als zuvor an- 
genommen. Mit diesen Arrays konnten auch neue, 
bislang nicht bekannte Exons identifiziert werden. 
Außerdem lassen sich mit diesen Arrays neue, durch 
alternatives Spleißen entstandene Proteine identi- 
fizieren. Anhand der genomweiten Arrays für die 
Chromosomen 21 und 22 hat man auch das Aus- 
maß der Expression von Exons innerhalb desselben 
Gens verglichen. Rund 80 % der Gene enthielten un- 
terschiedlich stark exprimierte Exons, was ebenfalls 
darauf hindeutet, dass die meisten Gene alternativ 
gespleißt werden können. 

Eine weitere potenzielle Anwendungsmöglichkeit 
für genomweite Arrays ist die Analyse der Ergebnisse 
von Chromatin-Immunpräzipitationen (ChIP). 
Zu Beginn der ChIP werden all die verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren an Chromatin gebunden und 
damit quasi an einer Stelle fixiert. Anschließend wird 
das Chromatin in kleinere Fragmente geschnitten, 
und die DNA-Transkriptionsfaktor-Komplexe iso- 
liert. Durch Affinitätsreinigung kann man jeweils 
einen bestimmten Transkriptionsfaktor von allen an- 
deren trennen (z.B. isolieren Antikörper gegen den 
Transkriptionsfaktor Jun sämtliche Jun-DNA-Kom- 
plexe aus diesem Gemisch). Schließlich werden die 
an ausgewählte Transkriptionsfaktoren gebundenen 
DNA-Sequenzen mithilfe von genomweiten Arrays 
identifiziert. Diese gesamte Prozedur, einschließlich 
der Gen-Chip-Analyse, bezeichnet man als ChIP- 
Chip. Mit dieser Form der Analyse lassen sich die 


Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren bei einer 
Vielzahl von Genen präzise bestimmen. Eigenartiger- 
weise hat man Bindungsstellen für NF-«B beispiels- 
weise sowohl in codierenden als auch in nichtcodie- 
renden Abschnitten gefunden, etwa in Introns oder 
an den 3’-Enden von Genen. Dieses tiberraschende 
Ergebnis legt nahe, dass Transkriptionsfaktoren auch 
außerhalb der bekannten Promotorregion strangauf- 
wärts eine Funktion haben könnten. 

Eine weitere Anwendungsmöglichkeit für genom- 
weite Arrays ist die Identifizierung von methylierten 
Bereichen des Genoms. Die Methylierung verhindert 
die inadäquate Exprimierung verschiedener Gene. 
Dazu gehören insbesondere solche Gene, die nur 
während der Entwicklung bei jungen Organismen 
verwendet werden, oder auch die potenziell schädli- 
chen Gene von Transposons oder Viren. Krebszellen 
sind durch ein völlig anderes Methylierungsmuster 
gekennzeichnet als normale Zellen. Das lässt darauf 
schließen, dass diese Form der Regulation entschei- 
dend für eine angemessene Kontrolle des Wachstums 
normaler Zellen ist. Um solche methylierten Regio- 
nen zu identifizieren, behandelt man die genomische 
DNA zunächst mit Natriumhydrogensulfit (Natri- 
umbisulfit). Dieses desaminiert nichtmethyliertes 
Cytosin zu Uracil, methyliertes Cytosin bleibt davon 
jedoch unbeeinflusst. Die so behandelte DNA wird 
anschließend mit einem genomweiten Array hybridi- 
siert. Regionen mit nichtmethyliertem Cytosin hyb- 
ridisieren nun nicht mehr mit dem Array, weil dieses 
Cytosin jeweils in Uracil umgewandelt wurde (das 
eine Basenpaarung mit A statt mit G ausbildet). Die 
methylierten Abschnitte des Genoms hybridisieren 
hingegen nach wie vor gut, weil methyliertes Cytosin 
und Guanin stabile Basenpaarungen bilden. 

Natürlich zielen Genomanalysen besonders dar- 
auf ab, genetische Variationen und Polymorphismen 
zu finden. Mit den genomweiten Arrays hat man 
nun eine unvoreingenommene Analysemethode zur 
Hand. Tatsächlich kann man ein genomweites Array 
mit der Referenzsequenz für das menschliche Genom 
dazu verwenden, all die verschiedenen Formen von 
Polymorphismen wie SNPs, VNTRs und repetitive 
Elemente zu identifizieren und zu katalogisieren. 


Genomweite Arrays sind Oligonucleotid-Arrays, de- 
ren Sequenzen das gesamte Genom abdecken. Mit 
diesen Arrays kann man unter anderem Bindungs- 
stellen für Transkriptionsfaktoren, methylierte 
Regionen, SNPs, VNTRs und repetitive Elemente 
identifizieren. 
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Ermitteln der Expression 
einzelner Gene 


Microarrays liefern zwar einen umfassenden Über- 
blick über die Genexpression, die Ergebnisse bie- 
ten jedoch nicht viele Informationen über einzelne 
Gene. Hat man durch Microarrays bestimmte Kan- 
didatengene ins Auge gefasst, kann man diese ein- 
zeln analysieren. Um den exakten Ort und/oder das 
Ausmaß der Expression zu ermitteln, ist es mög- 
lich, das betreffende Gene mittels Genfusion mit 
einem Reportergen zu verknüpfen (s. unten). Als 
Erstes wird die regulatorische Region des betref- 
fenden Gens isoliert. Normalerweise befindet sich 
dieser Abschnitt strangaufwärts des Gens, er enthält 
Stellen, an die Transkriptionsfaktoren binden kön- 
nen, sowie zusätzliche Enhancer-Elemente. Die co- 
dierende Sequenz des betreffenden Gens wird durch 
das Reportergen ersetzt, sodass die regulatorischen 
Elemente nun das Reportergen kontrollieren, an- 
stelle des interessierenden Gens. 

Reportergene codieren in der Regel für Enzyme, 
deren Aktivität sich leicht nachweisen lässt. Zu den 
am häufigsten verwendeten Reportergenen zählt 
das lacZ-Gen von E. coli, welches für das Enzym 
6-Galactosidase codiert (Abb. 8.24). Dieses Enzym 
spaltet Disaccharidzucker in ihre Monomere, aber 
auch verschiedene künstliche Substrate. Bei der 
Spaltung des Substrats ONPG bildet eines der Spal- 
tungsprodukte einen auffälligen gelben Farbstoff. 
Wird X-Gal von der ß-Galactosidase gespalten, so 
reagiert eines der Produkte mit Sauerstoff zu einem 
blauen Farbstoff. 

Ein weiteres Reportergen ist das phoA-Gen. Es 
codiert für Alkalische Phosphatase, ein Enzym, das 
von vielen verschiedenen Substraten Phosphatgrup- 
pen abspaltet (Abb. 8.25). Künstliche Substrate wer- 
den so hergestellt, dass sie bei der Abspaltung der 
Phosphatgruppe entweder die Farbe ändern oder 
fluoreszieren. 

Ein weiteres beliebtes Reportergen ist das Gen 
für Luciferase. Dieses Enzym emittiert bei Anwe- 
senheit des passenden Substrats Luciferin sichtbares 
Licht (Abb. 8.26). Codiert wird das Enzym Lucife- 
rase durch das lux-Gen bei Bakterien und das luc- 
Gen bei Glühwürmchen. Die beiden Luciferasen 
sind nicht miteinander verwandt und wirken über 
unterschiedliche enzymatische Mechanismen. Beide 
Gene bilden gute Reportergene, sie wurden kloniert 
und mithilfe von Vektoren in viele verschiedene 
Organismen eingebracht. Wegen seiner geringen In- 


tensität ist das von Luciferase emittierte Licht nur 
schwer nachzuweisen. Man benötigt dazu spezielle 
Geräte wie ein Photometer oder einen Scintillati- 
onszähler. 

Ein weiteres häufig verwendetes Reporter- 
gen ist das grün fluoreszierende Protein (GFP) 
(Abb. 8.27); hierbei handelt es sich nicht um ein 
Enzym. Dieses Protein benötigt für seine natürli- 
che Fluoreszenz keine Cofaktoren oder Substrate. 
Zudem ist diese Fluoreszenz auch in lebenden Ge- 
weben aktiv. Wenn das Protein exprimiert wird, 
leuchtet der Organismus grün. Besonders augen- 
fällig ist das bei durchscheinenden Organismen 
wie dem Zebrafisch oder dem Nematoden Cae- 
norhabditis elegans. GFP wird durch langwellige 
UV-Strahlen von 395 nm Wellenlänge angeregt und 
emittiert dann grünes Licht mit einer Wellenlänge 
von 510 nm. Ursprünglich stammt das Protein aus 
der Qualle Aequorea victoria. Codiert wird es von 
dem Gen gfp. Mittlerweile hat man viele neue GFP- 
Varianten entwickelt, die Licht verschiedener Wel- 
lenlängen emittieren, darunter auch rotes, blaues 
und gelbes Licht. Dass man die Genexpression 
in lebendem Gewebe sehen kann, gehört zu den 
großen Vorteilen bei der Verwendung von GFP als 
Reporter. 

Die durch Genexpressions-Microarrays ermittel- 
ten Daten lassen sich mithilfe anderer Techniken be- 
stätigen. Differential Display-PCR (s. Kap. 4) eignet 
sich zum Vergleich von mRNA-Expressionsmustern 
verschiedener Gewebeproben oder Versuchsbedin- 
gungen. Durch subtraktive Hybridisierung kann 
man ebenfalls Gene identifizieren, die nur unter ei- 
ner bestimmten Versuchsbedingung exprimiert wer- 
den (s. Kap. 3). Schließlich erlaubt ein Northern Blot 
(s. Kap. 3) das Ausmaß der Expression von mRNA 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen zu be- 
stimmen. 


Durch Fusion von Regulationssequenzen eines 
interessierenden Gens an ein Reportergen lässt 
sich dessen tatsächliche Genexpression ermit- 
teln. 

Reportergene wie die Gene für ß-Galacto- 
sidase, Alkalische Phosphatase und Luciferase 
codieren für Enzyme, die ihre Substrate spalten 
und dabei einen sichtbaren Farbstoff oder Licht 
erzeugen. Grün fluoreszierendes Protein bringt 
Organismen zum Leuchten: Es kann Licht einer 
bestimmten Wellenlänge absorbieren und Licht 
einer längeren Wellenlänge emittieren. 
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8.24 ß-Galactosidase hat viele Substrate 

Normalerweise spaltet das Enzym ß-Galactosidase Lactose in die beiden Monosaccharide Glucose und Galactose. 
B-Galactosidase spaltet aber auch künstliche Substrate wie ONPG und X-Gal; die dabei freigesetzten Gruppen bilden 
deutlich sichtbare Farbstoffe. Bei der Spaltung von ONPG entsteht die leuchtend gelbe Substanz o-Nitrophenol, bei der 
Spaltung von X-Gal hingegen eine instabile Gruppe, die mit Sauerstoff zu einem blauen Indigofarbstoff reagiert. 
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8.25 Substrate des Enzyms Alkalische Phosphatase 

Alkalische Phosphatase spaltet von verschiedenen Substraten Phosphatgruppen ab. Bei der Abspaltung der Phosphat- 
gruppe von o-Nitrophenylphosphat entsteht ein gelber Farbstoff. Wird die Phosphatgruppe von X-Phos abgespalten, ent- 
steht durch weitere Reaktion mit Sauerstoff ein unlöslicher blauer Farbstoff. Ein fluoreszierendes Molekül ergibt sich bei 
der Abspaltung der Phosphatgruppe von 4-Methylumbelliferylphosphat. 


bakterielle Luciferase: 


FMNH; + O, +R-CHO > R-COOH + FMN + H,O + Licht 


firefly-Luciferase (aus Glühwürmchen): 


Luciferin +O, + ATP > oxidiertes Luciferin + CO, + H,O + AMP + PPi + Licht 


8.26 Bei der Luciferase-Reaktion wird von Luciferin Licht emittiert 

Bakterielle Luciferase verwendet als Luciferin ein langkettiges Aldehyd, Sauerstoff und die reduzierte Form des Cofaktors 
FMN (Flavinmononucleotid). Die Luciferase aus Glühwürmchen (firefly-Luciferase) erzeugt Licht aus ATP, Sauerstoff und 
Glühwürmchen-Luciferin. 
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Transgene Organismen mit grün fluoreszieren- 
dem Protein 
Das Gen für GFP wurde in die Genome von Tieren, Pflan- 
zen und Pilzen eingeschleust. Bei Bestrahlung mit langwel- 
liger UV-Strahlung emittieren diese Organismen grünes 
Licht. a Transgene Mäuse mit GFP zwischen normalen 
Mäusen aus demselben Wurf. Das gfp-Gen wurde in die 
befruchteten Eizellen injiziert. GFP wird in allen Zellen und 
Geweben produziert, außer in Haaren. Bildnachweis: Eye 
of Science, Photo Researchers, Inc. b Phasenkontrast- 
und c Fluoreszenzemissionsaufnahme von Keimlingen des 
Pilzes Aspergillus nidulans. Zur Markierung der Mitochond- 
rien wurde Original-GFP verwendet, für die Zellkerne eine 
rote GFP-Variante (DsRed). Aus Toews et al (2004) Curr 
Genet 45: 383-389. 
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Exkurs 8.1 


Spezifizierung des Entomesoderms bei Seeigelembryonen 


Durch einen kombinierten Einsatz mehrerer Techniken 
lässt sich Licht in das Netzwerk der Genregulation wäh- 
rend der Embryonalentwicklung bringen. Bei dem Seeigel 
Strongylocentrotus purpuratus erfolgen während der Emb- 
ryonalentwicklung eine Reihe spezifischer räumlicher und 
zeitlicher Ereignisse, welche die Entwicklung des Entome- 
soderms steuern. Der Prozess beginnt in den Vorläuferzel- 
len der Blastula, die sich auch beim adulten Seeigel weiter- 
hin entwickeln und teilen. Die Steuerung der Entwicklung 
erfolgt durch eine veränderte Genexpression sowie durch 
variierende Protein-Protein-Wechselwirkungen. Indem man 
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die Funktion dieser Gene mittels verschiedener Techniken 
störte, etwa mit Morpholin-Antisense-mRNA, mRNA-Über- 
expression und Two-Hybrid-Analyse beim Seeigel, konnte 
man zusammen mit Methoden zur Bestätigung der Loka- 
lisation (in situ-Hybridisierung) ein ganzes Netzwerk von 
Genfunktionen postulieren (Abb.). Die Pfeile zeigen den 
Einfluss des jeweiligen Gens auf andere Gene oder Prote- 
ine. Man kann solche Netzwerke konstruieren und weiter 
überprüfen, um das Modell zu verbessern. Die neueste 
Version des entomesodermalen Netzwerkes findet sich 
unter http://sugp.caltech.edu/endomes/. 
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Genomische Ansicht des entomesodermalen Genregulationsnetzwerkes 

Das Genregulationsnetzwerk ist in räumliche Domänen unterteilt. Jedes Gen ist als kurze waagerechte Linie darge- 
stellt, von der ein gebogener Pfeil ausgeht, der die Transkription anzeigt. Die Gene sind mit den Namen der Proteine 
bezeichnet, für die sie codieren. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung aus Oliveri und Davidson (2004) Gene 
regulatory network controlling embryonic specification in the sea urchin. Curr Opin Genet Dev 14: 351-360. 
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Einführung 


Mittlerweile liegt uns nicht nur die Sequenz des 
menschlichen Genoms vor, sondern auch die Ge- 
nomsequenzen vieler Tiere, Pflanzen, Pilze und 
Bakterien. Durch all diese Daten haben die Wis- 
senschaftler einen umfassenden Überblick über die 
verschiedenen Gene des Menschen und anderer Le- 
bewesen erhalten. Allerdings sind die Gene nur ein 
erster Schritt, um zu verstehen, wie ein Organismus 
funktioniert. Gene werden in mRNA transkribiert, 
und diese wird dann in Proteine translatiert. Um die 
Genfunktion wirklich zu verstehen, musste man auch 
das Genprodukt (Protein) charakterisieren - das war 
der Beginn der Proteomik. Unter Proteomik versteht 
man die umfassende Analyse der Proteine - des Pro- 
teoms, der Gesamtheit aller Proteine eines Organis- 
mus. Das Translatom, die Ausstattung an Proteinen 
unter bestimmten Bedingungen, fällt ebenfalls in die- 
ses Forschungsgebiet. Hierbei ist zu beachten, dass 
das Translatom dynamisch ist und sich bei veränder- 
ten Umweltbedingungen ebenfalls ändert. 

Die Beziehungen zwischen Genom, Proteom und 
Translatom sind nicht linear. Am stabilsten ist das 
Genom einer Art, aber auch hier gibt es Unterschiede 
zwischen den Individuen und zwischen einer Gene- 
ration und der nächsten. Das Proteom steht eng mit 
dem Genom in Beziehung, weil es sich bei den meis- 
ten Genprodukten um Proteine handelt. Einige Gene 
codieren aber auch für nichttranslatierte RNA und 
leisten somit keinen Beitrag zum Proteom. Zusätz- 
lich können aus einigen Genen, vor allem bei höhe- 
ren Eukaryoten, aufgrund von alternativem Spleißen 
mehrere verschiedene Proteine entstehen. Das Trans- 
latom ist im Gegensatz dazu hochgradig dynamisch 
und verändert sich abhängig von vielen verschiede- 
nen Faktoren von Minute zu Minute. 

Das Genom diktiert letztendlich die Veränderun- 
gen im Translatom und Proteom, aber nicht immer 
wirken sich Veränderungen im Genom auch auf das 
Translatom und Proteom aus. Manchmal werden bei- 
spielsweise mRNA-Transkripte erzeugt, aber nie in 
Proteine translatiert. Die Rate des Abbaus und der 
Translation der mRNA wirkt sich in hohem Maße da- 
rauf aus, wie viel Protein tatsächlich produziert wird. 
So entsteht von manchen Genen zwar eine große 
Menge mRNA, aber es wird nur sehr wenig Protein 
gebildet, weil die Transkripte sehr instabil sind. 

Auf das Translatom und Proteom wirken sich 
auch Modifikationen aus, die erst nach der Trans- 
lation erfolgen. So wird beispielsweise die Funktion 


zahlreicher Proteine durch Addition oder Abspal- 
tung verschiedener Gruppen wie Phosphat, Acetyl, 
AMP oder ADP-Ribose verändert. Viele Proteine, 
insbesondere bei Eukaryoten, werden auch durch 
chemische Modifikation von Aminosäureresten ab- 
gewandelt. Außerdem unterliegen Proteine einer 
proteolytischen Spaltung. Die Zusammensetzung des 
Translatoms wird also durch die Proteinabbaurate 
beeinflusst, sodass der Stabilität der Proteine eine 
große Bedeutung zukommt. Schließlich können ei- 
nige Proteine selbst über verschiedene regulatorische 
Wirkungen die Expression anderer Proteine beein- 
flussen. All diese Faktoren wirken sich auf die Prote- 
inausstattung einer Zelle aus. 


Die Proteomik erforscht die Gesamtheit der Prote- 
ine eines Organismus. 


Gelelektrophorese 
von Proteinen 


Um Proteine einer Analyse unterziehen zu können, 
muss man die Proteine einer Probe zunächst isolie- 
ren und identifizieren. Im ersten Schritt erfolgt die 
Auftrennung. Genau wie die Agarosegelelektropho- 
rese zur Auftrennung von DNA nach ihrer Größe 
verwendet wird, so setzt man zur Größenauftren- 
nung von Proteinen die Polyacrylamid-Gelelektro- 
phorese (PAGE) ein (Abb. 9.1). Polyacrylamid hat 
kleinere Poren als Agarose und eignet sich daher für 
Proteine, denn diese sind im Allgemeinen kleiner als 
DNA-Moleküle. Legt man an eine Proteinprobe ein 
elektrisches Feld an, so können Proteine geringerer 
Größe die Poren des Polyacrylamids leichter um- 
schiffen und wandern schneller vom negativ gelade- 
nen Pol weg als größere Proteine. 

Im Gegensatz zu DNA weisen Proteine keine nega- 
tive Nettoladung auf, einige sind sogar positiv geladen. 
Deshalb behandelt man Proteine durch Kochen mit 
Natriumdodecylsulfat (SDS; engl. sodium dodecyl 
sulfate). Dadurch werden die Polypeptidketten aufge- 
faltet, und der gesamte Aminosäurestrang wird von 
negativ geladenem SDS umhiillt. Die Menge an SDS 
und damit die Ladungsmenge korreliert mit der Lange 
(also der Molekiilmasse) des Proteins. Wie bei der 
DNA-Elektrophorese wird die Proteinprobe in eine 
Geltasche gegeben und ein elektrischer Strom angelegt, 
sodass die Proteine durch das Acrylamidgel wandern. 
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9.1 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
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Zunächst trennt man eine Probe mit einer großen Zahl von Proteinen nach ihrer natürlichen Ladung auf. Man unterzieht 
die Proteine einer Elektrophorese durch eine Röhre mit Polyacrylamidgel mit einem pH-Gradienten. Die Proteine wandern 
in dem Gradienten, bis ihre Ladung neutralisiert ist. Danach wird das Gel aus der Röhre entfernt, mit SDS behandelt und 
auf ein Plattengel aufgebracht. Anschließend werden die Proteine wie zuvor beschrieben in der zweiten Dimension nach 


ihrer Größe aufgetrennt. 


Zum Schluss werden die aufgetrennten Proteine durch 
Coomassie-Blau, einen dunkelblauen Farbstoff, oder 
die empfindlichere Silberfärbung sichtbar gemacht; 
beide Farbstoffe binden fest an alle Proteine. 

Zellen enthalten Tausende von Proteinen, davon 
viele ähnlicher Größe. Will man einzelne Proteine 
in einem Acrylamidgel in separate Banden auftren- 
nen, darf die Probe nur wenige Proteine enthalten 
und diese müssen von unterschiedlicher Größe sein. 
Eine Probe aus einer gesamten Zelle enthält so viele 
Proteine, dass die einzelnen Banden miteinander ver- 
schmieren. Um dieses Problem zu umgehen, wendet 
man eine zweidimensionale PAGE (2-D-PAGE) an. 
Hierbei werden die Proteine zunächst in der ersten 
Dimension nach ihrer natürlichen Ladung aufge- 
trennt und anschließend in der zweiten Dimension 
nach ihrer Größe (Abb.9.2). Die Auftrennung von 
Proteinen nach ihrer natürlichen Ladung bezeich- 
net man als isoelektrische Fokussierung. Sämtli- 
che Proteine weisen aufgrund der Seitenketten ihrer 
Aminosäurereste von Natur aus eine Ladung auf. Aus 
der Gesamtzahl der positiv und negativ geladenen 
Aminosäuren ergibt sich die natürliche Ladung eines 
Proteins. Zur Auftrennung nach der Ladung trägt 
man die Probe auf ein Gel mit einem pH-Gradienten 
auf. Legt man nun ein elektrisches Feld an, so wan- 
dern die Proteine entlang des pH-Gradienten, bis 
ihre Ladung neutralisiert ist. Dieser Schritt erfolgt 


gewöhnlich in einem zylindrischen Gel. Nach dem 
Durchlauf entnimmt man das Gel aus dem Zylinder. 
In der zweiten Dimension der 2-D-PAGE erfolgt die 
Auftrennung nun nach der Größe. Dazu behandelt 
man das zylindrische Gel, das die aufgetrennten Pro- 
teine enthält, mit SDS, denaturiert so die Proteine 
und umgibt sie mit einer negativen Ladung wie in 
einer normalen PAGE. Anschließend legt man den 
Gelstreifen auf die Oberkante eines plattenförmigen 
Polyacrylamidgels, in dem die Proteine nach ihrer 
Größe aufgetrennt werden. Zur Sichtbarmachung 
wird das Gel, wie schon zuvor beschrieben, angefärbt. 

Mit der 2-D-PAGE kann man viele Proteine auf- 
trennen. Bei frühen Untersuchungen von E. coli hat 
man mittels 2-D-PAGE sämtliche unter unterschied- 
lichen Bedingungen vorkommenden Proteine charak- 
terisiert - insgesamt etwa 1000 verschiedene Prote- 
ine. Zur Analyse umfangreicherer Proteome wurden 
größere 2-D-PAGE-Gels entwickelt. Mit diesen lassen 
sich über 10000 verschiedene Proteine in einzelne 
Punkte auftrennen. Jeden Punkt auf einem 2-D-Gel 
zu identifizieren, ist eine gewaltige Aufgabe. Zur Er- 
forschung des Translatoms oder Proteoms können 
Wissenschaftler die Proteine anfärben und jeden ein- 
zelnen interessierenden Punkt herausgreifen. Jedes in 
einem Gelstück festgehaltene Protein kann in Pep- 
tidfragmente verdaut und mittels Massenspektrome- 
trie (s. weiter unten) identifiziert werden. Als weite- 
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9.2 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektropho- 
rese 

Zunächst wird eine Probe mit einer großen Zahl von Pro- 
teinen nach ihrer natürlichen Ladung aufgetrennt. Dazu 
durchlaufen die Proteine eine Elektrophorese in einem zy- 
linderförmigen Polyacrylamidgel mit einem pH-Gradienten. 
Die Proteine wandern entlang des Gradienten, bis ihre 
Ladung neutralisiert ist. Anschließend wird das Gel ent- 
nommen, mit SDS behandelt und auf ein Plattengel aufge- 
bracht. Nun werden die Proteine in der zweiten Dimension 
nach ihrer Größe getrennt, wie zuvor beschrieben. 


res entscheidendes Merkmal der 2-D-PAGE kommt 
hinzu, dass man damit die relativen Mengen verschie- 
dener Proteine quantifizieren kann. Die Größe eines 
Fleckes zeigt die relative Häufigkeit dieses Proteins 
an. Mithilfe eines Lasers kann es quantifiziert werden. 
Die Dichte des Fleckes und die relative Häufigkeit 
werden mittels Computeranalyse ermittelt. 


Für einen Vergleich der unter verschiedenen Be- 
dingungen vorhandenen Proteine kann man zwei un- 
terschiedliche Proben gemeinsam durch dasselbe Gel 
laufen lassen (Abb. 9.3). Jede Probe wird dabei mit 
einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Fluo- 
reszenzmarker wie Methyl-Cy5 und Propyl-Cy3 fluo- 
reszieren in verschiedenen Farben, haben aber keinen 
Einfluss auf die Proteinauftrennung in der 2-D-PAGE. 
Nachdem beide Proben auf dem selben Gel gelaufen 
sind, werden die Farbstoffe mit Licht aktiviert. Wo in 
Probe 1 ein Protein vorkommt, das in Probe 2 nicht 
enthalten ist, fluoresziert der Punkt rot; existiert in 
Probe 2 ein nicht in Probe 1 enthaltenes Protein, 
so sieht der Punkt grün aus. Ist in beiden Proben 
die gleiche Menge des gleichen Proteins enthalten, 
leuchtet der Punkt gelb. Anschließend kann man die 
einzigartigen Proteine isolieren, verdauen und durch 
Massenspektroskopie identifizieren (s. weiter unten). 

Die 2-D-PAGE ist zwar weithin in Gebrauch, hat 
aber auch einige Nachteile. Bestimmte Proteinklassen 
sind auf dem Gel unterrepräsentiert, weil sie nicht 
durch Acrylamid wandern. Extrem große Proteine 
können oft nicht in die Gelmatrix eindringen, wäh- 
rend kleine mitunter am Ende des Gels wieder hin- 
auslaufen. Hydrophobe Proteine wandern zwar unter 
Umständen durch das Gel, aber ihre Dynamik wird 
aufgrund ihrer hydrophoben Oberflächen verändert. 
So laufen diese Proteine häufig an andere Stellen, als 
aufgrund ihrer Molekülmasse erwartet. Proteine, die 
in der Zelle nur in sehr geringen Mengen vorkom- 
men, wie Transkriptionsfaktoren, sind - wenn über- 
haupt - selbst mit den empfindlichsten Farbstoffen 
kaum sichtbar. Häufige Proteine hingegen machen 
bisweilen eine genaue Lokalisation anderer Proteine 
in der näheren Umgebung unmöglich, weil das Gel 
von ihnen dort zu stark gesättigt ist. Als weiteres Pro- 
blem kommt bei der 2-D-PAGE hinzu, dass man die 
Proteine zur massenspektrometrischen Analyse aus 
dem Acrylamid isolieren muss (s. später). 


Mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese kann man 
ein Gemisch aus Proteinen anhand ihrer Größe 
auftrennen. Zunächst werden die Proteine mit SDS 
behandelt und erhalten dadurch eine negative La- 
dung. Nach Anlegen von elektrischem Strom wan- 
dern die Proteine vom negativ geladenen Pol zum 
positiv geladenen Pol. 

In der zweidimensionalen PAGE werden Proteine 
zunächst mittels isoelektrischer Fokussierung nach 
ihrer natürlichen Ladung aufgetrennt. Anschließend 
erfolgt dann die Auftrennung nach Größe durch 
SDS-PAGE. 
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9.3 Zweifarbiges 2-D-Gel 
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Proteine, beispielsweise aus normalen Zellen und Krebszellen, lassen sich direkt auf demselben Gel vergleichen, indem 
man jedes mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Wenn die Farbstoffe im Gel durch Licht sichtbar gemacht 
werden, zeichnen sich Proteine, die nur in normalem Gewebe vorhanden sind, als rote Punkte ab, die nur in Krebsgewebe 
enthaltenen Proteine bilden grüne Punkte, in beiden Geweben vorkommende sehen gelb aus. 


Western Blotting von 
Proteinen 


Häufig erfolgt die Identifizierung von Proteinen mit- 
tels Western Blotting. Für Western Blots benötigt 
man einen Antikörper gegen das Protein (s. Kap. 6). 
Antikörper sind extrem spezifisch und binden nur an 
ein einziges Zielprotein. 

Im ersten Schritt werden die Proteine durch 
eine normale SDS-PAGE oder 2-D-PAGE nach ih- 
rer Größe aufgetrennt. Anschließend überträgt man 
die Proteine von dem Gel auf eine Trägermembran 
aus Nitrocellulose. Alternativ kann man auch et- 
was festere Membranen aus Nylon verwenden. Auf 
jeden Fall muss die Membran eine positive Ladung 
aufweisen, damit die negativ geladenen Proteine 
an ihrer Oberfläche haften bleiben. Die Proteine 
werden mittels eines elektrischen Stroms, wie in 
Abbildung 9.4 dargestellt, vom Gel auf die Membran 
übertragen. 

Nach Bindung der Proteine an die Nitrocellulo- 
semembran lokalisiert man das Zielprotein mithilfe 
eines primären Antikörpers. An vielen Stellen der 
Membran wird jedoch kein Protein gebunden sein, 
weil der entsprechende Bereich des Proteingels leer 
war. Diese freien Bereiche sind positiv geladen und 
können unspezifisch an den Antikörper binden. Da- 
her müssen diese Stellen blockiert werden. Oft wer- 


den dazu Lösungen von fettfreiem Milchpulver ver- 
wendet. Die Milcheiweiße besetzen die freien Stellen 
auf der Membran, sodass die Antikörper hier nicht 
binden können. Anschließend wird der Antikörper 
in einer Lösung der Membran zugegeben. Der An- 
tikörper bindet ausschließlich an sein Zielprotein 
und nirgendwo sonst an der Membran, denn er er- 
kennt nur ein spezifisches Epitop seines Zielproteins 
(s. Kap. 6). 

Im nächsten Schritt werden die Positionen der 
primären Antikörper sichtbar gemacht und damit 
das Zielprotein lokalisiert (Abb. 9.5). Dazu wird ein 
sekundärer Antikörper hinzugegeben. Dieser er- 
kennt die Fc-Region des primären Antikörpers, ohne 
dessen Bindung an das Protein zu beeinflussen. Der 
sekundäre Antikörper trägt an seinem Fc-Bereich 
einen leicht nachweisbaren Marker. Als Marker 
dient häufig Alkalische Phosphatase, die von ver- 
schiedenen Substraten Phosphat abspaltet (s. Kap. 8). 
Inkubiert man den Antikörperkomplex mit einem 
chromogenen Substrat wie X-Phos, so spaltet die 
Alkalische Phosphatase die Phosphatgruppe von X- 
Phos ab. Die verbleibende Indolylgruppe reagiert mit 
Sauerstoff und bildet an der Position des Zielproteins 
ein blaues Präzipitat. Bei Verwendung eines chemi- 
lumineszierenden Substrats platziert man die Nit- 
rocellulosemembran vor einen fotografischen Film. 
Durch die Lichtimpulse wird der Film an den Stel- 
len geschwärzt, an denen der Komplex sekundärer 
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Antikörper/primärer Antikörper/Zielprotein auf der 
Membran lokalisiert ist. Western Blots werden sehr 
häufig sowohl für den Nachweis verwendet, ob ein 
Protein exprimiert wurde, als auch, um das Ausmaß 
der Expression abzuschätzen. Die Intensität des Fle- 
ckes steht direkt mit der Proteinmenge in Zusam- 
menhang. 
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Richtung des Proteintransfers 


9.4 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen vom 
Gel auf Nitrocellulose 

Durch eine sandwichartige Anordnung bleibt das Gel in 
einer großen Wanne mit Pufferlösung in engem Kontakt 
mit einer Nitrocellulosemembran. Das „Sandwich“ besteht 
aus dem Gel (grau) und der Nitrocellulose (grün) zwischen 
Schichten aus dickem Filterpapier und einem Schwamm 
(gelb). Der gesamte Stapel wird fest zusammengepresst, 
sodass die Schichten nicht verrutschen können. Dieses 
Sandwich gibt man dann in eine große Wanne mit Puffer- 
lösung, welche den Strom leitet. Wie bei der SDS-PAGE 
werden die Proteine von der negativ geladenen Kathode 
abgestoßen und von der positiv geladenen Anode angezo- 
gen. Die Proteine wandern aus dem Gel in die Nitrocellulo- 
semembran und bleiben dort haften. 
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9.5 Western Blot 

Nach Bindung eines Proteingemisches an die Nitrocellulo- 
semembran kann man mithilfe eines Antikörpers spezifisch 
einzelne Proteine identifizieren. Mit den Antikörpern gibt 
man eine Lösung aus Milcheiweißen hinzu und inkubiert 
diese mit der Membran. Die Milchproteine blockieren jene 
Bereiche der Nitrocellulose, an denen keine Proteine ge- 
bunden sind. Der primäre Antikörper bindet ausschließlich 
an das Zielprotein. An den primären Antikörper bindet 
spezifisch ein sekundärer Antikörper, mit einer Alkalischen 
Phosphatase als Marker. Dadurch kann man die Position 
des Zielproteins sichtbar machen. In diesem Beispiel re- 
agiert die Alkalische Phosphatase mit dem Substrat X-Phos 
und bildet einen blauen Farbstoff (s. Kap. 8). 
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Mit Western Blots kann man spezifische Proteine 
nach Auftrennung mittels SDS-PAGE lokalisieren. 
Zunächst bindet ein primärer Antikörper, der ein 
bestimmtes Epitop erkennt, an das betreffende 
Protein. Die Position des primären Antikörpers 
wird durch Zugabe eines sekundären Antikörpers 
sichtbar gemacht, an den ein Detektionssystem 
gebunden ist. 


Hochleistungsflüssigkeits- 
chromatographie dient 
zur Auftrennung von 
Proteingemischen 


Als Chromatographie bezeichnet man allgemein 
Auftrennungstechniken, bei denen eine Probe von 
Molekülen, der Analyt, in einer mobilen Phase 
gelöst und anschließend durch eine stationäre 
Phase gepumpt wird. Bei der 2-D-PAGE ist die 
mobile Phase der Puffer, die stationäre Phase sind 
die Gele. Bei der Hochleistungsflüssigkeits- oder 
Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC, 
engl. high performance liquid chromatography) wird 
die Probe in einer mobilen Phase gelöst und an- 
hand eines spezifischen Merkmals über einer sta- 
tionären Phase aufgetrennt (Abb. 9.6). Dabei wird 
die mobile Phase unter hohem Druck durch eine 
Chromatographiesäule oder Trennsäule gepumpt, 
einen engen Zylinder, der die stationäre Phase ent- 
hält. Beim Durchlaufen der Säule trennt sich das 
Gemisch der mobilen Phase auf und man kann 
die verschiedenen Fraktionen am Ende der Säule 
sammeln. In dem als Elution bezeichneten Prozess 
wird das Gemisch durch ständiges Hinzufügen von 
weiterer mobiler Phase durch die Säule geführt. 
Wenn die mobile Phase wieder aus der Säule aus- 
tritt, reagiert ein Detektor auf die Moleküle im 
Eluat und zeichnet einen Peak in ein Chromato- 
gramm. 

Für die HPLC gibt es viele Anwendungsmög- 
lichkeiten, darunter die Auftrennung, Identifizie- 
rung, Reinigung und Quantifizierung von Prote- 
inen und anderen Analyten. Mittels präparativer 
HPLC kann man ein spezifisches Protein aus einem 
Gemisch isolieren und reinigen. Um mit HPLC 
eine Verbindung identifizieren zu können, benötigt 
man eine geeignete Detektionsmethode. Trägt das 
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9.6 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

a Die mobile Phase besteht aus einer Proteinprobe, die in 
einem Lösungsmittel gelöst ist, am einfachsten in Wasser. 
Dieses wird in die Probenschleife injiziert. Anschließend 
fließt die Probe unter hohem Druck durch die Säule. Je 

nach Säulentyp laufen die Bestandteile des Gemisches mit 
unterschiedlicher Geschwindigkeit. Schließlich verlassen die 
Fraktionen der mobilen Phase die Säule wieder und werden 
in Glasröhrchen gesammelt. b Mit einer Umkehrphasen- 
säule wird ein Gemisch aus Farbstoffen aufgetrennt (Grom™ 
Sil 120 ODS-5 ST). Die Farbstoffe wurden mit UV-Licht bei 
254 nm nachgewiesen und in der folgenden Reihenfolge 
eluiert: 1. Tartrazin, 2. Amaranth, 3. Indigokarmin, 4. Neu- 
coccin, 5. Gelborange-S, 6. Fast Green, 7. Brillantblau, 8. 
Erythosin, 9. Acid Red, 10. Phloxin, 11. Bengalrosa. Nach- 
druck mit freundlicher Genehmigung von Grace Davison 
Discovery Sciences. http: //www.discoversciences.com. 
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Zielprotein beispielsweise einen Fluoreszenzmarker, 
kann man einen Fluoreszenzdetektor verwenden. 
Mit einer speziellen Form der HPLC, der quantita- 
tiven HPLC, kann man die Menge des Zielproteins 
bestimmen. Dazu wird es mit einer Reihe von Stan- 
dardproteinen bekannter Mengen verglichen. Auf 
diese Weise lassen sich Veränderungen der Menge 
eines bestimmten Proteins unter verschiedenen Be- 
dingungen messen. Einer der großen Vorteile der 
HPLC in der Proteomforschung besteht darin, dass 
sich die aufgetrennten Proteine bereits in einem 
flüssigen Zustand befinden, was die weitere Analyse 
erleichtert. 

In der Theorie erscheint die HPLC zwar recht 
simpel, der eigentliche Auftrennungsprozess eines 
Gemischs in seine Komponenten ist jedoch ziemlich 
komplex. Jedes Gemisch ist durch unterschiedliche 
chemische Eigenschaften gekennzeichnet. Daher 
verwendet man zu deren Auftrennung auch viele 
verschiedene feste Phasen. Man kann das Gemisch 
auch schon vor Beschicken der Säule vorbehandeln, 
um bestimmte Komponenten zu entfernen oder 
ihre Chemie zu verändern. So werden beispielsweise 
durch Behandlung mit Phosphatase Phosphatgrup- 
pen aus Proteinen abgespalten. Durch solche Ma- 
nipulationen kann man dafür sorgen, dass sich das 
interessierende Protein effizienter aus dem Gemisch 
isolieren lässt. 

HPLC ist sehr anpassungsfähig, weil als statio- 
näre Phase viele verschiedene Materialien verwen- 
det werden können. Die Säulen für die Ausschluss- 
chromatographie (auch Gelfiltrations- oder Gel- 
permeationschromatographie) enthalten poröse 
Kügelchen, durch die Proteingemische nach ihrer 
Größe aufgetrennt werden. Große Moleküle dringen 
nicht in die Poren der Kügelchen ein und durchlau- 
fen die Säule rasch, während kleinere Verbindun- 
gen in die Kügelchen eindringen und aufgehalten 
werden. Für Gemische unterschiedlicher Größen- 
ordnungen stehen viele verschiedene Porengrößen 
zur Verfügung. Säulen für die Umkehrphasenchro- 
matographie sind mit Silicagelpartikeln gefüllt, an 
die hydrophobe Alkylketten gebunden sind. Hy- 
drophobe Moleküle werden von der Säule gebun- 
den und aufgehalten, während hydrophile Moleküle 
schneller eluieren. 

Für die Ionenaustauschchromatographie wird 
eine stationäre Phase mit geladenen funktionellen 
Gruppen verwendet, die Moleküle der Probe mit 
entgegengesetzter Ladung bindet. Diese Moleküle 
verbleiben nach dem Durchlauf der Probe in der 
Säule. Um sie zu eluieren, verändert man die mobile 


Phase. Wird zum Beispiel der pH-Wert der mobilen 
Phase angepasst, so ändert sich dadurch die Netto- 
ladung vieler Proteine, und diese werden aus der 
Säule freigesetzt. Andere stationäre Phasen bilden 
Wasserstoffbrücken mit dem Analyt und trennen 
aufgrund der Gesamtpolarität auf. Bei der Affini- 
tätschromatographie enthält die stationäre Phase 
ein Molekül, welches das Zielprotein spezifisch bin- 
det, z.B. einen Antikörper. Von einem Proteinge- 
misch wird von der stationären Phase also lediglich 
das Zielprotein gebunden, alle anderen Proteine 
laufen durch die Säule hindurch. Ändert man die 
mobile Phase so, dass sie diese Wechselwirkung 
beeinträchtigt, wird das interessierende Protein frei- 
gesetzt. 

Für die Analyse der aus der Säule austretenden 
Moleküle gibt es viele verschiedene Detektoren. In 
der Regel zeichnen diese für die durchlaufenden 
Moleküle jeweils Peaks auf. Ein Brechungsindex- 
detektor stellt fest, ob die mobile Phase hindurch- 
geschicktes Licht bricht. In entsprechenden Fraktio- 
nen vorhandene Verbindungen erzeugen eine Licht- 
streuung, die von einem Photodetektor als positives 
Signal aufgezeichnet wird. Je stärker die Streuung, 
desto höher der Peak, je länger die Streuung, desto 
breiter der Peak. Bei UV-Detektoren mit einer UV- 
Lichtquelle ermittelt der Detektor, ob die passie- 
rende mobile Phase ultraviolettes Licht absorbiert. 
Mit solchen Detektoren kann man abhängig von 
der zu analysierenden Substanz eine oder mehrere 
Wellenlängen überwachen. Mit Fluoreszenzde- 
tektoren lassen sich fluoreszierende Verbindungen 
nachweisen, also solche, die Licht unterschiedlicher 
Wellenlängen absorbieren und wieder abstrahlen. 
Elektrochemische Detektoren dienen zur Messung 
von Verbindungen, die Oxidations- oder Redukti- 
onsreaktionen durchmachen. Immer häufiger wird 
in der Proteomik die Massenspektrometrie zur De- 
tektion eingesetzt. Durch diese Kombination kann 
man die durch HPLC aufgetrennten Proteine zur 
Identifizierung direkt einem Massenspektrometer 
zuführen. 

Ein entscheidender Aspekt der HPLC ist, eine 
gute Auftrennung der verschiedenen Proteine einer 
Probe zu erhalten, also eine gute Auflösung. Jeder 
erzeugte Peak sollte symmetrisch und so schmal 
wie möglich sein. Um eine hohe Auflösung zu er- 
zielen, kann man die Versuchsbedingungen auf vie- 
lerlei Weise anpassen. Am naheliegendsten ist eine 
Änderung der stationären Phase. Manchmal lässt 
sich die Auftrennung schon durch eine Änderung 
der Partikelgröße deutlich verbessern. Alternativ 
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kann man auch die Zusammensetzung der mobilen 
Phase ändern. Auch die Temperatur wirkt sich auf 
viele Trennungen aus und sollte daher kontrolliert 
werden. 


Ein Analyt ist eine Probe von Molekülen in Lösung 
und dient als mobile Phase, die bei der Chromato- 
graphie die Säule durchläuft. 

Als stationäre Phase dienen unterschiedliche 
Materialien in einer Säule. Die Eigenschaften dieser 
Materialien bestimmen, welche Proteine in der 
Säule zurückgehalten werden und welche aus der 
Säule herauslaufen. 

Die am Ende der Säule austretenden Proteine 
werden mit verschiedenen Detektoren analysiert. 
Diese identifizieren die Proteine nach ihrem Bre- 
chungsindex, nach UV-Absorption, Fluoreszenz, 
Radioaktivität oder ihren elektrochemischen Eigen- 
schaften. 


Verdau von Proteinen 
mit Proteasen 


Proteasen (auch als Proteinasen oder Peptidasen 
bezeichnet) hydrolysieren die Peptidbindungen zwi- 
schen den Aminosäureresten einer Polypeptidkette. 
Manche Proteasen spalten spezifisch an einer oder 
mehreren Stellen in einem Protein; andere verdauen 
Proteine hingegen unspezifisch in einzelne Ami- 
nosäuren. Die Fähigkeit, Proteine an spezifischen 
Stellen zu spalten, ist sehr wesentlich für die Mas- 
senspektrometrie (s. weiter unten) und viele andere 
Proteinuntersuchungen. Proteasen werden beispiels- 
weise dazu verwendet, Fusionsproteine zu spalten, 
oder sie kommen bei der Sequenzierung von Prote- 
inen zum Einsatz, indem sie einzelne Aminosäuren 
abspalten. 

Proteasen finden sich im gesamten Stoffwechsel 
bei allen Organismen. Beim programmierten Zell- 
tod verdauen Proteasen Zellbestandteile zur Wie- 
derverwendung (s. Kap.20). Pflanzen verwenden 
Proteasen als Schutz vor eindringenden Pilzen oder 
Bakterien. Auch in der biotechnologischen Indust- 
rie finden Proteasen vielfach Verwendung. So wer- 
den sie beispielsweise Detergenzien beigefügt, um 
die Proteine von Ketchup-, Blut- oder Grasflecken 
zu verdauen. 


Proteasen werden nach drei Kriterien klassifi- 
ziert: die katalysierte Reaktion, die chemischen Ei- 
genschaften des Katalyseortes und ihre evolutionären 
Beziehungen. Endopeptidasen spalten Peptidbin- 
dungen innerhalb des Zielproteins, Exopeptidasen 
spalten vom amino- oder carboxyterminalen Ende 
eines Proteins einzelne Aminosäuren ab. Je nachdem, 
von welchem Ende her die Exopeptidasen Proteine 
verdauen, werden sie weiter unterteilt in Carboxy- 
peptidasen oder Aminopeptidasen. Eine weitere 
Unterteilung der Proteasen erfolgt anhand des Baus 
ihres Katalyseortes. Serinproteasen haben ein Serin 
im aktiven Zentrum, das als enzymatische Zwischen- 
stufe kovalent an eines der Proteinfragmente bindet 
(Abb.9.7). Zu dieser Klasse gehören beispielsweise 
die Chymotrypsinfamilie (Chymotrypsin, Trypsin 
und Elastase) und die Subtilisinfamilie. Ähnlich ist 
der Mechanismus der Cysteinproteasen, nur dass sie 
anstelle von Serin Cystein nutzen. Hierzu gehören 
sowohl pflanzliche Proteasen (etwa Papain aus Papa- 
yas und Bromelain aus der Ananas) als auch tierische 
Proteasen wie die Calpaine. Bei Aspartatproteasen 
befinden sich nahe dem aktiven Zentrum zwei es- 
senzielle Aspartatreste, die in der Proteasesequenz 
allerdings weit voneinander entfernt liegen. Dieser 
Familie gehören die Verdauungsenzyme Pepsin und 
Chymosin an. Metalloproteasen verdauen Proteine 
mithilfe von Metallionen als Cofaktoren; ein Vertre- 
ter ist z.B. Thermolysin. Die fünfte Klasse von Pro- 
teasen bilden schließlich die Threoninproteasen mit 
Threonin im aktiven Zentrum. 

Auch Wissenschaftler, die sich mit Proteasen 
befassen, haben sich der verbreiteten „-omics“-No- 
menklatur angepasst und bezeichnen sämtliche zu 
einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle, einem 
Gewebe oder einem Organismus exprimierten Pro- 
teasen zusammen als Degradom. Zur Erforschung 
des Degradoms eines Organismus dienen weitgehend 
die gleichen Methoden wie in der Proteomik, durch 
einige Modifikationen beschränken sich die Analy- 
sen jedoch auf die Proteasen statt auf das gesamte 
Proteom. So enthalten beispielsweise Protease-Chips 
nur Antikörper gegen bekannte Proteasen und nicht 
gegen andere Proteine (s. weiter unten). 


In der Natur gibt es viele verschiedene Proteasen, 
die in der Biotechnologie vielfältige Anwendung 
finden. 

Bestimmte Proteasen erkennen spezifische 
Aminosäuren und spalten Peptidbindungen an be- 
stimmten Stellen. 
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Identifizierung von 
Proteinen mittels 
Massenspektrometrie 


Mithilfe der Massenspektrometrie kann man die 
Masse von Molekülen bestimmen. Hierfür wird ein 
Molekül in einzelne Ionen fragmentiert, deren Masse 
exakt gemessen werden kann. Die Ionen erzeugen 
ein jeweils einzigartiges Spektrum von Peaks, anhand 
dessen man die Identität des Ausgangsmolekiils fest- 
stellen kann. In Abbildung 9.8 dient als Beispiel hier- 
für das Molekül 2-Pentanol. Ein auf die Probe gerich- 
teter Elektronenstrahl fragmentiert das 2-Pentanol in 
verschiedene Ionen: Die molekularen Ionen erhalten 
ein Elektron, m-1 verliert einen Wasserstoff aus der 
Alkoholgruppe, m-15 eine Methylgruppe, m-17 die 
Alkoholgruppe, m/e = 45 verliert die Alkylkette. 

Diese Ionen werden in einer Vakuumröhre be- 
schleunigt. Sie folgen einem Magnetfeld in einer 
gebogenen Bahn und werden dabei unterschiedlich 
stark beschleunigt (Abb.9.9). Durch die Biegung 
werden zu kleine oder zu große Ionen eliminiert. Zu 
kleine Ionen erhalten durch das Magnetfeld einen 
so starken Impuls, dass sie gegen die Wand prallen. 
Zu große Ionen werden durch das Magnetfeld nicht 
abgelenkt und prallen ebenfalls gegen die Wand. 
Ionen der richtigen Größe werden vom Magnetfeld 
abgelenkt, passieren die Biegungen und gelangen in 
den Auffänger; dort werden sie im Massespektrum 
als Peaks aufgezeichnet. Am intensivsten ist der Ba- 
sispeak (engl. base peak), die anderen Peaks werden 
relativ zu diesem gemessen. Wie lange die Ionen 
vom Beschleuniger bis zum Auffänger benötigen, 
ist direkt von der Ionengröße abhängig. Jeder Peak 
wird anhand des Masse/Ladungs-Verhältnisses (m/z) 
aufgezeichnet. Massenverluste (wie m-17 oder m-15) 
entstehen dadurch, dass das Ausgangsmolekül spe- 
zifische Gruppen verliert. Diese erweisen sich als 
äußerst informativ zur Ermittlung der Struktur des 
Probenmoleküls, weil die Gruppen jeweils eine cha- 
rakteristische Masse besitzen. 


Bis vor nicht allzu langer Zeit konnte man sehr 
große Moleküle wie Proteine nicht massenspektro- 
metrisch analysieren. Durch die Entwicklung von 
zwei verschiedenen Ionisierungstechniken ist auch 
dies nun möglich. Bei der ersten Methode werden 
die Proteine vor der Ionisierung in eine feste Matrix 
eingebettet; diese Technik heißt matrixunterstützte 
Laserdesorption/Ionisation (MALDI; engl. mat- 
rix-assisted laser desorption-ionization) (Abb. 9.10). 
Hierbei werden die Proteine in ein Material wie 
4-Methoxyzimtsäure eingebettet, das Laserstrahlen 
absorbiert. Die Matrix absorbiert und überträgt die 
Laserenergie auf die Proteine und bewirkt, dass da- 
raus verschiedene Ionen freigesetzt werden. Diese 
Ionen werden dann durch ein geladenes Kristallgit- 
ter in einer Vakuumröhre beschleunigt. Am Ende 
zeichnet ein Flugzeitdetektor (TOF; engl. time-of- 
flight) die Intensität auf und berechnet die Masse. 
Dazwischen befindet sich ein Flugrohr, das frei von 
elektrischen Feldern ist. Alle Ionen werden mit der 
gleichen kinetischen Energie beschleunigt. Die leich- 
teren Ionen fliegen schneller durch das Flugrohr als 
die schwereren. Die Flugzeit ist proportional zur 
Quadratwurzel des Masse/Ladungs-Verhältnisses 
(m/z). Mit der MALDI kann man Ionen von bis zu 
100.000 Dalton analysieren. 

Eine weitere Methode zur Ionisierung von Protei- 
nen ist die Elektrosprayionisation (ESI) (Abb. 9.11). 
Hierzu wird das Protein in einer Flüssigkeit gelöst und 
durch eine enge Kapillare in einzelne Tröpfchen zer- 
teilt. Die Tröpfchen gelangen in ein elektrostatisches 
Feld, wo sie durch ein erhitztes Gas wie Wasserstoff 
verdunsten und zerstäubt werden. Dadurch werden 
die Ionen aus dem Protein in die Vakuumröhre freige- 
setzt, wo sie durch ein elektrisches Feld beschleunigt 
werden. Die Art des Detektors am Ende variiert je 
nach zu untersuchender Probe. Man kann, wie be- 
schrieben, einen Flugzeitdetektor verwenden; andere 
Detektoren nutzen zur Massenbestimmung der Ionen 
Quadrupol-Ionenfallen oder Fouriertransformation- 
Ionencyclotronresonanz. Quadrupol-Ionenfallen fan- 
gen die Ionen in einem elektrischen Feld. Durch ein 
zweites elektrisches Feld werden die Ionen dann in den 
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9.7 Mechanismen der vier Klassen von Endopeptidasen 


a Serinproteasen spalten die Peptidbindung eines Proteins durch die Bildung einer Acyl-Enzym-Zwischenstufe. Das Serin 
im aktiven Zentrum bildet eine temporäre Bindung mit dem aminoterminalen Anteil des verdauten Proteins aus. b Cy- 
steinproteasen ähneln den Serinproteasen, haben aber Cystein im aktiven Zentrum. c Die zwei Asparaginsäurereste im 
aktiven Zentrum von Aspartatproteasen koordinieren die Hydrolyse der Peptidbindung im Zielprotein. d Metalloproteasen 
hydrolysieren ein Zielprotein mithilfe eines Metallions wie Zn?* als Cofaktor. 
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Jede Substanz kann in einzelne lonen fragmentiert werden. Dieses Beispiel zeigt die Molekülstruktur aller Ionen aus 
2-Pentanol. Ein Massenspektrometer trennt diese lonen nach ihrer Größe und zeichnet die Ergebnisse auf. Das Spektrum 
ist für jede Substanz immer gleich. Deshalb kann man eine unbekannte Substanz durch einen Abgleich ihres Spektrums 
mit den Spektren bekannter Substanzen aus einer Datenbank identifizieren. 


Detektor weitergeleitet. Das elektrische Feld steuert, 
welche Größe die Ionen besitzen, die in den Detektor 
gelangen. Durch eine Änderung des Feldes kann man 
Ionen unterschiedlicher Größe nachweisen. Es gibt 
auch kombinierte Detektoren, die sowohl die Flugzeit 
messen als auch Quadrupol-Ionenfallen verwenden. 


Der Vorteil der ESI gegenüber der MALDI besteht da- 
rin, dass durch HPLC (s. weiter oben) isolierte Prote- 
ine nicht speziell aufbereitet werden müssen, sondern 
direkt verwendet werden können. Nachteilig an der 
ESI ist, dass Massen von rund 5000 das Maximum für 
Analysen darstellen. 
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9.10 MALDI/TOF-Massenspektrometer 

Mittels Massenspektrometrie kann man die Molekül- 
masse von Proteinen ermitteln. Dazu werden die Proteine 
in eine feste Matrix kristallisiert und anschließend mit 
Laser bestrahlt; dadurch werden lonen aus den Proteinen 
herausgelöst. Diese fliegen durch eine Vakuumröhre und 
ein geladenes Kristallgitter und werden so nach Größe 
und Ladung aufgetrennt. Die Zeit bis zum Erreichen 

des Detektors ist proportional zur Quadratwurzel ihres 
Masse/Ladungs-Verhältnisses (m/z). Aus den ermittelten 
Daten kann man dann die Molekülmasse des Proteins 
berechnen. 


J 


Magnet- 


9.9 Schematischer Aufbau ei- 
feld 


nes Massenspektrometers 

Die Probe tritt durch einen schma- 
len Spalt ein und passiert dann 
einen Elektronenstrahl, der sie in 
ein Gemisch aus lonenfragmenten 
fragmentiert. Durch den lonen- 
beschleuniger gelangen die Frag- 
mente in eine C-förmige Röhre. In 
einem Auffänger wird gemessen, 
wie viel Zeit die angeregten Frag- 
mente in der Röhre benötigten. 
Diese Zeit wird dann vom Com- 
puter in eine Information über die 
Größe und Ladung umgerechnet 
und auf ein Massenspektrum auf- 
getragen (nicht dargestellt). 


Mit weiterer Verbesserung der Techniken wird 
die Massenspektrometrie noch häufiger eingesetzt 
werden. Bei der SELDI-Massenspektrometrie (engl. 
surface-enhanced laser desorption-ionization) werden 
flüssige Proben verwendet und die Proteine ionisiert, 
die an einem behandelten Metallstab haften bleiben. 
Diese Technik scheint sehr vielversprechend für die 
Analyse von Körperflüssigkeiten wie Blut. Man hofft, 
dadurch für verschiedene Krankheiten jeweils ein 
spezifisches Proteinprofil identifizieren zu können. 
Vielleicht lässt sich auf diese Weise eines Tages Krebs 
diagnostizieren, bevor die Patienten Symptome zei- 
gen. Ein verändertes Proteinprofil des Blutes könnte 
auf die Bildung von Krebszellen hindeuten. MALDI 
und ESI sind ausreichend sensitiv, um Veränderungen 
an Proteinen durch Phosphorylierung, Glykosylie- 
rung und so weiter nachzuweisen. Mit dieser Technik 
kann man feststellen, welche Aminosäure modifiziert 
ist, weil nur ein bestimmtes Ion verändert ist. 


Bei der Massenspektrometrie wird eine Probe in 
kleinere Fragmente ionisiert und gemessen, wie 
lange diese bis zum Erreichen des Detektors benö- 
tigen. Diese Zeit korreliert mit der Größe der lonen. 
Die lonisierung von Proteinen für die Massenspek- 
trometrie kann nach Einbettung in eine Matrix 

für die MALDI oder in eine Flüssigkeit für die ESI 
erfolgen. Bei beiden Techniken werden die Proteine 
nach ihrem Fragmentierungsmuster identifiziert. 
Mit diesen Methoden lassen sich jegliche Modifi- 
kationen wie Phosphorylierung und Glykosylierung 
nachweisen. 
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Für die ESI-Massenspektrometrie wird eine flüssige Probe des Proteins in einer Kapillare verwendet. Durch Einwirken 
eines starken elektrischen Feldes werden vom Ende der Kapillare kleine Tröpfchen freigesetzt. Durch die Zuleitung von 
erhitztem Gas in der feldfreien Zone verdunstet das Lösungsmittel, und es werden kleine, geladene lonen frei. Die gela- 
denen lonen unterscheiden sich in Größe und Ladung, und es entsteht für jedes Protein ein einzigartiges lonenmuster. 
Durch ein geladenes Gitter werden die lonen nach ihrer Größe getrennt und dadurch der Zustrom zum Detektor reguliert. 


Sequenzierung von Peptiden 
mittels Massenspektrometrie 


Die Peptidsequenz eines kurzen Peptids lässt sich 
mithilfe der derzeit verfügbaren massenspektromet- 
rischen Techniken problemlos ermitteln (Abb. 9.12). 
Die Bestimmung der gesamten Sequenz eines Prote- 
ins erweist sich im Moment noch als zu kompliziert, 
könnte aber eines Tages ebenfalls möglich sein. Zur 
Sequenzbestimmung benötigt man eine reine Probe 
eines Proteins. Diese erhält man durch Herausschnei- 
den eines Fleckes aus einem zweidimensionalen Gel 
oder durch HPLC-Reinigung. Anschließend wird das 
Protein mit einer Protease wie Trypsin verdaut, die 
Proteine auf der carboxyterminalen Seite von Argi- 
nin und Lysin spaltet. Durch das Aufspalten eines 
Proteins in Peptide lassen sich unerwünschte Eigen- 
schaften des gesamten Proteins verringern. 
Membranproteine sind beispielsweise hydrophob 
und kleben aneinander. Durch den Verdau in Peptid- 
fragmente gehen diese Eigenschaften verloren. Auch 
Probleme mit der Löslichkeit lassen sich oft durch 
den Verdau eines Proteins in Peptide lösen. Durch 


Bestimmung der Sequenz dieser Peptide erhält man 
letztendlich auch die Sequenz des Ausgangsproteins. 

Bei der am häufigsten angewandten Methode 
zur Bestimmung der Peptidsequenz trennt man die 
Peptide zunächst mittels einer HPLC-Säule auf, die 
direkt mit einem Massenspektrometer gekoppelt ist. 
Um die Probenmenge so gering wie möglich zu hal- 
ten, verwendet man als Säule eine Mikrokapillare. 
Als mobile Phase dient ein organisches Lösungsmit- 
tel, das die Peptide in der Reihenfolge ihrer Hydro- 
phobie eluiert. 

Aus der HPLC-Kapillare gelangen die Proben in 
die Kammer des Massenspektrometers. Jedes Peptid 
wird in zahlreiche Fragmente ionisiert (Abb. 9.13). 
Bei Peptiden kommen häufig zweifach protonierte 
Ionen vor (M + 2H)**, wobei M die Masse des Peptids 
ist und H* die Masse eines Protons. Die Ionenpeaks 
werden gegen das Masse/Ladungs-Verhältnis (m/z) 
aufgetragen. Für das zweifach protonierte Peptidion 
wäre dies die Masse des Ions geteilt durch 2. Wenn 
das Ausgangspeptid beispielsweise eine Masse von 
1232,55 Dalton hätte, läge die Masse des zweifach pro- 
tonierten Ions bei 1232,55 Dalton + (2 x 1,0073) für 
jedes Wasserstoffatom. Der Peak würde bei 617,2828 
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9.12 Massenspektrometrie von Peptiden 

Aufgrund der Sensitivität der Massenspektrometrie kön- 
nen große, vollständige Proteine nur begrenzt analysiert 
werden. Deshalb erzeugt man durch Proteaseverdau Pep- 
tidfragmente. Die Peptide kann man mittels HPLC leicht 
auftrennen und anschließend spezifische Peptide massen- 
spektrometrisch analysieren. 


erscheinen. (Man beachte: Der Auftragungspunkt des 
Peaks entspricht dem Masse/Ladungs-Verhältnis; die 
Masse des vorliegenden Ions beträgt also 1234,5646 
und die Ladung +2. Der Peak erscheint bei m/z oder 
1234,5646/2.) Bei der massenspektrometrischen Auf- 
trennung von Peptidionen wird im ersten Schritt der 
Ladungszustand des Ions ermittelt. In der Regel er- 
geben sich für jedes Peptidion eine Reihe von Peaks. 
Befinden sich die Peaks in einem Abstand von 1 Dal- 
ton, so beträgt der Ladungszustand des Peptids 1. Bei 
einem Abstand von 0,5 Dalton zwischen den Peaks, 
liegt ein Ladungszustand von 2 vor. 

Zur Bestimmung der Peptidsequenz werden mas- 
senspektrometrische Analysen hintereinander ge- 
schaltet. Man spricht auch von einer Tandem-Mas- 
senspektrometrie, weil in der ersten Runde ein Ion 
erzeugt wird, das dann durch Kollision mit einem 
Gas wie Wasserstoff, Argon oder Helium fragmen- 
tiert wird. Die Fragmente werden dann wie zuvor 
anhand ihres Masse/Ladungs-Verhältnisses aufge- 
trennt. Jeder Peak variiert gewöhnlich um eine Ami- 
nosäure. Der Größenunterschied zwischen den Peaks 
bestimmt die Aminosäuresequenz. Bisweilen ist das 
Spektrum, das man für ein Peptidion erhält, nicht 
eindeutig. Dann zieht man zum Vergleich Datenban- 
ken mit Peptidionenspektren heran. 


Jede Aminosäure wird massenspektroskopisch in 
vorhersagbare lonen zerlegt. Die Aminosäurese- 
quenz eines unbekannten Peptids kann man durch 
einen Vergleich des erzeugten lonenmusters mit 
bekannten Mustern ableiten. 


Quantifizierung von 
Proteinen mittels 
Massenspektrometrie 


Mit der Massenspektrometrie kann man auch die 
Menge eines bestimmten Peptids in einem Protein be- 
stimmen; diese korreliert direkt mit der Proteinmenge 
(Abb. 9.14). Für einen Vergleich der relativen Mengen 
eines Proteins kultiviert man Zellproben unter zwei 
verschiedenen Versuchsbedingungen. Eine davon in 
Anwesenheit einer mit einem schweren Isotop mar- 
kierten Aminosäure. Zumeist dient als schweres Iso- 
top Deuterium (°H), es kann aber auch "C oder '®N 
verwendet werden. Durch diese Isotope erhöht sich 
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Asp-His-Tyr-Ser-His-Phe-Leu-Leu-Arg 


15 x 103 


Anzahl der Ionen 


MH* 


9.13 Massenspektrometrische Darstellung von Peptidfragmenten 

PSD-Spektrum (engl. post-source decay) eines tryptischen Peptids (m/z 1187,6) aus der 50 kDA-Untereinheit der DNA- 
Polymerase aus Schizosaccharomyces pombe. Das Spektrum stammt von einem Voyager-Massenspektrometer (Applied 
Biosystems). Nachdruck mit freundlicher Genehmigung aus: Medzihradszky KF (2005). Peptide sequence analysis. Me- 


thods Enzymol 402: 209-244. 


die Masse aller Proteine in dieser Probe. Anschließend 
unterzieht man die Zellen aus beiden Bedingungen 
einer Lyse und isoliert die Proteine. Danach werden 
die beiden Proben vermischt und mittels HPLC, ge- 
koppelt mit ESI-Massenspektrometrie, analysiert. Für 
jedes einzelne Peptid erhält man nun zwei Peaks, 
einen von der normalen und einen von der schweren 
Probe. Das Verhältnis der beiden Peaks bestimmt die 
relative Veränderung der Menge des interessierenden 
Proteins zwischen den beiden Proben. 


Durch Veränderung der Versuchsbedingungen 
ändert sich die Menge eines bestimmten Proteins. 
Diese Veränderung kann man nach Zugabe von 
schweren Isotopen zu einer der Proben mittels 
Massenspektrometrie feststellen. 


Methoden zum 
Protein-Tagging 


Die Methoden zum Protein-Tagging („Proteinmar- 
kierung“) dienen zur Isolation und Reinigung ein- 
zelner Zielproteine aus einem Gemisch. Dazu wird 
das Gen für das Zielprotein genetisch mit einem 
DNA-Abschnitt fusioniert, der für einen „Tag“ co- 
diert, wodurch ein Hybridgen entsteht. Dieses wird 
in einen Vektor mit den entsprechenden Promotoren 
und Terminatoren zur Expression des betreffenden 
markierten Proteins eingefügt. Zur Expression wird 
das Genkonstrukt in einen geeigneten Wirtsorganis- 
mus transformiert. Nach Kultur und Lyse der Zellen 
zur Freisetzung des Proteins lässt sich das Zielprotein 
aufgrund seines Tags leicht isolieren. 
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9.14 Quantifizierung von Peptiden mittels Massen- 
spektrometrie 

Mit der Massenspektrometrie kann man die Menge eines 
bestimmten Proteins in Proben unter zwei verschiedenen 
Bedingungen vergleichen. Die Zellen unter der ersten 
Bedingung werden zusammen mit einer „schweren“ Ami- 
nosäure wie Arginin kultiviert, die während der Protein- 
synthese eingebaut wird. Mithilfe von Proteasen werden 
die Proteine in kleine Peptidfragmente verdaut und diese 
dann mittels ESI-Massenspektrometrie ionisiert. Durch die 
Analyse erhält man für jedes Peptid Paare aus leichten und 
schweren Peaks. Die Größe der Peaks korreliert mit der 
Menge des Peptids bzw. Proteins. In diesem Beispiel ist 
der „schwere“ Peak häufiger, also ist dieses Protein unter 
den Versuchsbedingungen in größerer Menge vorhanden. 


Für die Isolierung von Proteinen finden viele ver- 
schiedene Tags Verwendung, denn die chemischen 
Eigenschaften und die Größe des Tags können das in- 
teressierende Protein auf negative Weise beeinflussen. 
Der erste weithin verwendete Tag, der sogenannte 
Polyhistidin- oder His6-Tag, besteht aus sechs aufei- 
nanderfolgenden Histidinresten (Abb. 9.15). Histidin 
bindet sehr fest an Nickelionen. Deshalb reinigt man 
mit dem His-Tag markierte Proteine in einer Säule, 
an die Ni**-Ionen gebunden sind. Haben die His6- 
markierten Proteine an die Säule gebunden, werden 
sie durch Aufbrechen der Ni?*-His-Wechselwirkung 
mit freiem Histidin oder Imidazol entfernt. Der Po- 
lyhistidin-Tag kann an das carboxy- oder an das 
aminoterminale Ende des betreffenden Proteins an- 
gehängt werden. Aufgrund der Kürze des His6-Tags 
wird das Zielprotein durch dessen Addition kaum 
beeinflusst. 

Ein weiterer kurzer Tag für Proteine ist beispiels- 
weise der FLAG-Tag, der von einem spezifischen 
Antikörper erkannt wird. FLAG hat die Aminosäu- 
resequenz Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys. Wie 
zuvor beschrieben, wird das Gen fiir das Zielprotein 
zusammen mit einem kurzen DNA-Abschnitt, der 
für FLAG codiert, in einen Vektor kloniert; das Hy- 
bridprotein wird entweder in Bakterien oder in einer 
Zelllinie produziert. Mit dem FLAG-Tag markierte 
Proteine können mit dem Anti-FLAG-Antikörper, 
gebunden an Kügelchen oder eine Säule, aus dem 
Zelllysat isoliert werden. Nur mit dem Tag markier- 
tes Protein bindet an die Kügelchen, beziehungsweise 
an die Säule. Durch Hinzufügen von freiem FLAG- 
Peptid wird das FLAG-markierte Protein schließlich 
wieder von dem Antikörper getrennt. Das kurze Pep- 
tid ist im Überschuss vorhanden und konkurriert mit 
dem markierten Protein um den Antikörper; deshalb 
wird Letzteres wieder von den Kügelchen oder von 
der Säule eluiert. 

Ein weiterer kurzer Tag ist der „Strep“-Tag. Diesen 
liefert ein kurzer DNA-Abschnitt, der für ein Peptid 
aus zehn Aminosäuren mit einer ähnlichen Struk- 
tur wie Biotin codiert (s. Kap. 3). Das biotinähnliche 
Peptid bindet fest an Avidin und Streptavidin, wes- 
halb man Proteine mit Strep-Tags durch Bindung an 
Streptavidinsäulen oder -kügelchen isoliert. 

Neben den kurzen Tags werden für bestimmte 
Anwendungen auch längere Tags verwendet, die aus 
ganzen Proteinen bestehen. Drei häufig verwendete 
Tags sind beispielsweise Protein A aus Staphylococ- 
cus, Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schisto- 
soma japonicum und Maltose-bindendes Protein 
(MBP) aus Escherichia coli. Genau wie bei den kurzen 
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Exkurs 9.1 


Proteom-Muster-Diagnostik 


Da Massenspektren sehr sensitiv auf geringfügige Variati- 
onen in Proteinproben reagieren, kann man sie potenziell 
zur Diagnose von Krankheiten einsetzen. Zu den Anwen- 
dungsmöglichkeiten gehört beispielsweise, ob eine Se- 
rumproteinprobe eines Patienten krankhaft oder normal 
ist. Um solche Messungen zu standardisieren, muss man 
zunächst Profile für den Normalzustand und den Erkran- 
kungszustand erstellen. So kann man z.B. Blutserumpro- 
ben von gesunden Frauen und von Patientinnen mit Eier- 
stockkrebs nehmen und diese massenspektrometrisch 
untersuchen. Per Computer können die Daten beider 
Spektren analysiert werden. Aufgrund der Komplexität 
der Muster werden jedoch tatsächlich jeweils nur Teile 
der Spektren einer Analyse unterzogen. Zunächst erstellt 
der Computer aus jedem Spektrum verschiedene „Daten- 
pakete“, die nur fünf bis zwanzig verschiedene Proteine 
umfassen. Diese Datenpakete werden dann verglichen, 
um herauszufinden, welche sich bei den normalen Pro- 
ben und denen der Krebspatientinnen unterscheiden. 
Die besten Datenpakete werden behalten, die übrigen 
ignoriert. Diese Form des „Computertrainings“ beruht 
auf einem Selektionsdruck, der auf die künstliche Intel- 
ligenz wirkt. Durch Beschränkung der Computeranalyse 
auf die Unterschiede zwischen den normalen und den 
Krebsspektren ergibt sich eine ständige Verfeinerung. 


Nach entsprechendem Training des Computers können 
weitere Patientinnen durch massenspektrometrische 
Untersuchung einer Blutserumprobe auf Eierstockkrebs 
untersucht werden. Der Computer stellt dann fest, ob 
das Serum der neuen Patientin ein normales, ein für 
Krebs typisches oder ein bislang unbekanntes Spektrum 
erzeugt (Abb.). 

Der größte Nachteil bei derartigen Analysen ist, dass 
die Identität der Proteinpeaks nicht bekannt ist. Daher 
muss man sehr aufpassen, dass die Peaks tatsächlich 
Turmormarker repräsentieren und nicht andere Unter- 
schiede. So können unterschiedliche Profile auch mit 
Alter, Geschlecht, Bewegung, Menopause, Ernährungs- 
gewohnheiten, Arzneimitteleinnahme und so weiter in 
Zusammenhang stehen. Auch die Aufbewahrung und Be- 
handlung der Proben kann sich auf die Profile auswirken; 
so beeinflusst beispielsweise längeres Einfrieren bzw. Auf- 
tauen die Proteine. Weiterhin sollte man darauf achten, 
dass das Massenspektrometer bei allen Proben gleich 
funktioniert und dass die Proben der Patienten auf die 
gleiche Weise genommen und verarbeitet werden. Unter 
Beachtung all dieser Faktoren könnte sich die Protein- 
Muster-Diagnostik zu einer sehr effektiven Methode ent- 
wickeln, mit der sich verschiedene Krankheiten noch vor 
Eintreten offensichtlicher Symptome nachweisen lassen. 


Training Diagnose 
Protein-Muster-Diagnostik 
Durch Computertraining lässt man normale Krebs- 
einen Computer Untergruppen von zellen zellen 
Massenspektren bilden, die unter ? 


zwei verschiedenen Bedingungen 
Unterschiede aufweisen. So werden 
beispielsweise Massenspektren von 
Krebszellen und normalen Zellen ana- 
lysiert, um Proteine zu finden, die nur 
bei Krebs abweichen. Für zuverläs- 
sige Ergebnisse muss eine große Zahl 
von Proben analysiert werden. Hat 
der Computer einen „Fingerabdruck“ 
für Krebs generiert, können auf diese 
Weise auch unbekannte Proben auf 
normale, unbekannte oder Krebs- 
Fingerabdrücke untersucht werden. 
In diesem Beispiel sind X, Y und Z 

die einzigen Proteine, die sich bei 
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9.15 Nickelreinigung von His6-markierten Proteinen 
Um eine reine Probe eines spezifischen Proteins zu isolie- 
ren, wird das Gen für das Protein genetisch mit einem Ab- 
schnitt verbunden, der für sechs Histidinreste codiert. Das 
exprimierte Fusionsprotein kann aufgrund der chemischen 
Eigenschaften der Histidine aus einem Proteingemisch 
isoliert werden. Die Histidine binden an mit Nickel über- 
zogene Kügelchen, die übrigen nichtmarkierten Proteine 
laufen durch die Säule hindurch. Das Protein mit den His- 
Tags wird anschließend mithilfe von freiem Histidin oder 
Imidazol aus der Säule eluiert. 


Tags werden auch die Gene für diese längeren Tags 
genetisch mit dem Zielgen fusioniert, und das Hyb- 
ridgenkonstrukt wird mithilfe entsprechender Tran- 
skriptionspromotoren und -terminatoren exprimiert. 
Haben die Wirtszellen das Hybridgen exprimiert, 
kann man das Fusionsprotein durch Reinigung des 
Protein-Tags isolieren. Für die Bindung von Pro- 
tein A gibt es einen spezifischen Antikörper; durch 
Absenken des pH-Wertes wird das Fusionsprotein 
freigesetzt. MBP bindet an Maltose (gebunden an 
Kügelchen oder eine Säule), und das Fusionsprotein 
wird durch Zugabe von freier Maltose abgelöst. GST 
bindet an sein Substrat Glutathion (ebenfalls an Kü- 
gelchen oder eine Säule), und auch hier erfolgt die 
Ablösung des Hybridproteins mit dem freien Subst- 
rat. Nach der Isolierung muss man das Fusionspro- 
tein spalten, um das Zielprotein von dem markierten 
Protein zu trennen. 

Zu den nützlichen Eigenschaften der längeren 
Tags gehört das Vorhandensein von Spaltungsstellen 
für Proteasen zwischen dem Zielprotein und dem 
markierten Protein. Der Vektor für pMAL (New 
England Biolabs, Inc., Ipswich, MA) enthält das Gen 
für MBP, gefolgt von einer Spacer-Region, einer Er- 
kennungssequenz für Faktor Xa und schließlich die 
Polylinker-Region für die Klonierung des Zielgens 
(Abb. 9.16). Bei Faktor Xa handelt es sich um eine 
spezifische Protease, die vom Blutgerinnungssystem 
genutzt wird. Durch Insertion seiner Erkennungsse- 
quenz kann der MBP-Anteil des Hybridproteins vom 
Zielprotein abgespalten werden. Nach Elution des 
Hybridproteins von der Säule mit Maltose wird das 
Ausgangsprotein durch Proteasebehandlung isoliert. 
Besonders nützlich ist dies, wenn man für eine Ana- 
lyse reines natives Protein benötigt. 

Eine noch einfachere Möglichkeit, eine reine Probe 
eines nativen Proteins zu erhalten, bietet der Intein- 
Tag, der sich selbst herausschneiden kann. Grund- 
lage dieser Methode bilden die Inteine, in einigen 
Proteinen vorkommende, zum Selbstspleißen fähige 
intervenierende Segmente. Inteine sind bei Proteinen 
die Äquivalente zu den Introns der RNA. Das Intein 
schneidet sich über eine verzweigte Zwischenstufe 
selbst aus seinem Wirtsprotein heraus (Abb. 9.17). 

Das sogenannte IMPACT-System (engl. Intein 
Mediated Purification with Affinity Chitin-binding 
Tag) von New England Biolabs zur Intein-vermittel- 
ten Reinigung verwendet ein modifiziertes Intein des 
VMAI-Gens von Saccharomyces cerevisiae. Hierbei 
wird das Zielprotein nach Reinigung des Fusions- 
proteins durch Inteinspaltung freigesetzt (Abb. 9.18). 
Dieses Hefe-Intein spaltete urspriinglich sowohl an 
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seinem N-Terminus als auch am C-Terminus, wurde 
aber so modifiziert, dass es nur noch am N-Terminus 
spaltet. Der Chitinbindungs-Tag dieses Systems ist die 
kleine Chitin-bindende Domäne (CBD) des Chitina- 
se-Al-Gens von Bacillus circulans. (Chitin ist die Sub- 
stanz, aus der das harte Außenskelett von Insekten be- 
steht.) Der Vektor enthält einen Polylinker oder eine 
Klonierungsstelle für das Zielgen, gefolgt von dem 
DNA-Abschnitt, der für das Intein codiert und der 
CBD. Das Fusionsprotein wird exprimiert und das 
Zelllysat, welches das Hybridprotein enthält, isoliert. 
Beim Durchlaufen einer Chitinsäule bindet das Hyb- 
ridprotein über die CBD an die Säule, und die übrigen 
zellulären Proteine eluieren. Anschließend wird die 
Säule bei 4 °C mit Dithiothreitol (DTT) inkubiert, ei- 
nem Thiolreagens, welches das Intein zur Abspaltung 
seines N-Terminus aktiviert. Auf diese Weise wird das 
Zielprotein von der Säule abgelöst, und es bleiben das 
Intein und die CBD-Abschnitte zurück. 
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9.16 Fusionsvektor fiir Maltose-bindendes Protein 
Vektoren wie pMAL weisen Polylinker-Regionen auf, um 
das Zielgen „in frame“ mit dem Gen für ein markiertes 
Protein (z.B. das ma/E-Gen) zu klonieren. Da MBP an Mal- 
tosesaulen bindet, kann das Fusionsprotein leicht isoliert 
werden. Das Fusionsprotein enthalt auch eine Bindungs- 
stelle für die Protease Faktor Xa. Ist das Fusionsprotein 
an die Saule gebunden, setzt Faktor Xa das Zielprotein frei 
und lässt die MBP-Domäne zurück. 
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9.17 Mechanismus des Herausschneidens von Inteinen 
Das intervenierende Inteinsegment schneidet sich in zwei 
Stufen selbst aus dem Protein heraus. Das Intein enthält 
einen Cys- oder Ser-Rest an der Grenze zu Extein 1 und 
eine basische Aminosäure an der Grenze zu Extein 2. Das 
Extein strangabwärts (2) hat an der Spleißstelle einen Cys- 
Rest. Extein 1 wird abgeschnitten und an die Schwefelsei- 
tenkette des Cysteinrestes an der Spleißstelle angehängt. 
Dadurch bildet sich vorübergehend eine verzweigte Zwi- 
schenstufe. Anschließend wird das Intein herausgeschnit- 
ten und eliminiert, und die beiden Exteine verbinden sich 
zum endgültigen Protein. 
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9.18 Das IMPACT-System zur Intein-vermittelten 
Reinigung 

Inteine, die sich an ihrem N-Terminus selbst heraus- 
schneiden können, machen es möglich, dass spezifische 
Proteine in einem Schritt gereinigt und von einem Fusi- 
onsprotein abgespalten werden können. Zunächst reinigt 
man das Fusionsprotein mithilfe einer Chitinsäule. (Man 
beachte: Die CBD oder Chitin-bindende Domäne erkennt 
und bindet das Chitinmolekül.) Die Säule wird mit DTT in 
einem Kühlschrank inkubiert. Das Intein spaltet sich an 
seinem Aminoterminus ab und setzt das Zielprotein frei. 


Als Protein-Tags dienen entweder kurze Peptide 
oder ganze Gene, die mit einem interessierenden 
Protein fusioniert werden. Mithilfe von Protein-Tags 
kann man ein interessierendes Protein von den üb- 
rigen zellulären Proteinen isolieren. 


Phagen-Display-Bibliotheken 


Eine Phagen-Display-Bibliothek ist eine Samm- 
lung von Bakteriophagenpartikeln, die auf ihrer 
Oberfläche Abschnitte von Fremdproteinen tragen 
(Abb. 9.19). Die Außenhülle normaler Bakteriopha- 
gen besteht aus Proteinen. Die Hülle des Bakterio- 
phagen M13 besteht beispielsweise aus rund 2500 
Kopien des Hüllproteins von Gen VIII („major coat 
protein“) und etwa fünf Kopien des Proteins von 
Gen IH („minor coat protein“). Ein bestimmtes Pha- 
gen-Display-System bewirkt die Fusion von Gen-I- 
Proteinen an das Fremdprotein, sodass M13 danach 
fünf Kopien des Fremdproteins auf seiner Oberfläche 
trägt. M13 bewirkt nicht die Lyse der von ihm infi- 
zierten Bakterien und eignet sich insofern gut. Die 
Virenpartikel werden einfach durch die Bakterien- 
zellhülle nach außen freigesetzt. 

Voraussetzung für das Display eines Fremdpro- 
teins auf einem Phagen ist eine Fusion des Gens für 
dieses Protein mit Gen II, wodurch ein Hybrid- 
protein entsteht. Damit es richtig exprimiert wird, 
muss die Insertion des interessierenden Gens „in 
frame“ - also ohne Beeinträchtigung des Leserasters 
von Gen III - erfolgen. Das M13-Genom kann die 
zusätzliche DNA aufnehmen, weil die Bakteriopha- 
genpartikel filamentös sind und zur Aufnahme eines 
größeren Genoms einfach verlängert werden. Nun 
wird das M13-Genom mit dem darin enthaltenen 
interessierenden Gen in E. coli transformiert. Dort 
bewirkt die Bakteriophagen-DNA die Synthese neuer 
Partikel, die das interessierende Protein in der Hülle 
exprimieren. 

Auch ein Display kleiner Genabschnitte ist bei 
Bakteriophagen möglich. So kann man beispielsweise 
willkürliche, durch PCR erzeugte Oligonucleotide 
klonieren und mit dem Gen HI von M13 fusionieren. 
Jedes dieser zufälligen Oligonucleotide codiert für 
ein anderes Peptid. Diese Klone werden dann in den 
Bakteriophagen transformiert. Jeder Transformand 
exprimiert daraufhin sein Fremdprotein fusioniert 
mit dem Protein von Gen III. 
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9.19 Prinzip eines Phagen-Displays 

Für das Display eines Peptids auf der Oberfläche eines 
Bakteriophagen muss die für dieses Peptid codierende 
DNA mit dem Gen für ein Hüllprotein des Bakteriophagen 
fusioniert werden. In diesem Beispiel wird das gewählte 
Hüllprotein durch das Gen Ill des Phagen M13 codiert. Der 
N-terminale Abschnitt des Gen-Ill-Proteins befindet sich 
außerhalb des Phagenpartikels, der C-terminale Abschnitt 
hingegen innerhalb. Daher muss die Fusion des Peptid- 
gens „in frame“ am N-Terminus erfolgen, damit es an der 
Außenseite des Phagen exprimiert wird. 


Die Sammlung von Display-Peptiden kann auf 
vielfältige Weise von Nutzen sein. Mit der Scree- 
ning-Methode des sogenannten Biopanning kann 
man ein bestimmtes Ziel finden, etwa eine spezifi- 
sche Proteinbindungsdomäne oder ein spezifisches 
Peptid, das an einen Antikörper bindet (Abb. 9.20). 
Beim Biopanning wird die Bibliothek der Phagen, 
die das Fremdprotein exprimieren, zusammen mit 
dem Ziel inkubiert, etwa einem Antikörper, der an 
ein Kügelchen oder eine Membran gebunden ist. 


Sämtliche rekombinanten Phagen, die an diesen An- 
tikörper binden, bleiben an dem festen Träger haften, 
die übrigen werden weggewaschen. Alle gebundenen 
Phagen werden eluiert und für die Replikation des 
Phagen mit E. coli inkubiert. In der Regel wieder- 
holt man diesen Vorgang, um spezifisch bindende 
Peptide anzureichern, denn es kann auch zu einigen 
unspezifischen Bindungen kommen. Ist ein Phage 
mit einem nützlichen Peptid identifiziert, kann man 
den Klon sequenzieren und so die Struktur des Pep- 
tids ermitteln. 

Bibliotheken unfragmentierter Proteine können 
ebenfalls mittels Phagen-Display untersucht wer- 
den, bereiten aber einige zusätzliche Probleme. Die 
codierenden Sequenzen für ganze Proteine müssen 
„in frame“ mit der Signalsequenz am N-terminalen 
Ende wie auch mit Gen HI am C-terminalen Ende 
kloniert werden. (Die Signalsequenz ist erforderlich, 
um das Hybridprotein zur Virenhülle zu dirigieren.) 
Das korrekte Leseraster zu gewährleisten, ist für ein 
oder zwei Gene vertretbar, bei einer gesamten Bib- 
liothek besteht jedoch viel zu viel Raum für Fehler. 
Zudem kann an einer der Fusionsstellen auch ein 
Stoppcodon entstehen und verhindern, dass das Hy- 
bridprotein überhaupt exprimiert wird. Gelöst hat 
man dieses Problem, indem man für Bibliotheken 
ganzer Proteine den Bakteriophagen T7 verwendet. 
Bei T7 liegt der C-Terminus des Hüllproteins frei 
auf der Außenseite. Für eine Expression auf der Pha- 
genoberfläche muss die Proteinbibliothek daher mit 
dem C-Terminus des Hüllproteins fusioniert werden. 
Dazu ist nur eine Fusionsstelle erforderlich. Außer- 
dem bleibt das Hüllprotein selbst unbeeinflusst und 
wird normal synthetisiert, wenn die Bibliotheksse- 
quenzen außerhalb des Leserasters kloniert werden 
oder Stoppcodons enthalten; das angehängte Biblio- 
theksprotein ist in diesem Fall allerdings defekt. 

Für die Proteomforschung bietet es große Vor- 
teile, dass man auf diese Weise gesamte Proteine für 
ein Biopanning exprimieren kann. Um ein Protein zu 
identifizieren, das an einen bestimmten Zelloberflä- 
chenrezeptor bindet, kann man eine Phagen-Display- 
Bibliothek einem Biopanning auf Rezeptorbindung 
unterziehen. Ein weiteres Beispiel ist das Auffinden 
RNA-bindender Proteine. Hierfür wird die RNA an 
einem festen Träger verankert und die Phagen-Dis- 
play-Bibliothek mit diesem RNA-„Köder“ inkubiert. 
Die Phagen, die an den RNA-Köder binden, werden 
isoliert und durch Wiederholung der gesamten Pro- 
zedur angereichert. Anschließend kann man jeden 
isolierten Klon sequenzieren und herausfinden, wel- 
che Proteine die RNA binden. 
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9.20 Biopanning eines Phagen-Displays 
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Mit dem sogenannten Biopanning kann man Peptide isolieren, die an ein spezifisches Zielprotein binden, das gewöhnlich 
an einen festen Träger wie eine Membran oder ein Kügelchen gebunden ist. Die Phagen-Display-Bibliothek (a) wird an das 
Bindungsprotein gebunden (b). Phagen, die das Zielprotein binden, werden zurückgehalten (c), die anderen werden abge- 
spült. Phagen, die das Bindungsprotein erkennen, können freigesetzt, isoliert und gereinigt werden. 


Bei der Technik des Phagen-Displays werden 
Fremdproteine oder -peptide an ein Hüllprotein 
an der Oberfläche eines Phagen fusioniert. Durch 
dieses „Display“ an der Oberfläche des Phagen 
können sie analysiert werden. 

Mithilfe des Biopannings kann man Bindungs- 
partner eines interessierenden Proteins identifizie- 
ren. Dazu wird das betreffende Protein zusammen 
mit einer Phagen-Display-Bibliothek inkubiert. Bin- 
det ein Phage an das Protein, kann man ihn isolie- 
ren und die Sequenz des Display-Peptids ermitteln. 


Protein-Protein-Interaktionen: 
Das yeast two hybrid-System 


Neben der Funktions- und Expressionsanalyse von 
Proteinen versucht die Proteomik auch, wichtige 
Wechselwirkungen zwischen Proteinen zu finden. 
Auch hier gibt es wieder eine Terminologie: Als 
Überbegriff für alle Protein-Protein-Interaktionen 


spricht man vom Protein-Interaktom. Hormone 
beispielsweise binden in der Regel an Rezeptoren, 
die das Signal weiterleiten. Oft sind dafür mehrere 
Proteine hintereinandergeschaltet, wobei ein Pro- 
tein ein anderes aktiviert und dieses wiederum ein 
anderes. Wollen Wissenschaftler die Funktion von 
Hormonen verstehen, müssen sie sämtliche Proteine 
der Signalkaskade identifizieren. Eine Möglichkeit, 
solche Wechselwirkungen zu identifizieren, bietet das 
Phagen-Display. Es kann allerdings vorkommen, dass 
die Display-Proteine sich nicht korrekt falten oder 
bestimmte Cofaktoren fehlen, wenn Säugetierprote- 
ine von Bakterien exprimiert werden. 

Überwinden lassen sich diese Probleme zum Bei- 
spiel mit der Methode des yeast two hybrid-Systems 
(Hefe-Zwei-Hybrid-Systems). Hierbei wird durch 
die Bindung zweier Proteine ein Reportergen akti- 
viert. Durch die Bindung des Transkriptionsaktiva- 
tors GAL4 an die Promotor-Region des Reportergens 
wird dessen Transkription und Translation aktiviert. 
GAL 4 enthält zwei zum Anschalten des Repor- 
tergens erforderliche Domänen. Die DNA-bindende 
Domäne (DBD) erkennt das Promotorelement und 
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positioniert die zweite Domäne, die Aktivierungsdo- 
mäne (AD), in der Nähe der RNA-Polymerase, wo sie 
die Transkription aktiviert. Diese beiden Domänen 
lassen sich als separate Proteine exprimieren - sie 
können das Reportergen aber erst dann aktivieren, 
nachdem sie zusammengebracht wurden (Abb. 9.21). 

Beim Two-Hybrid-System werden die beiden 
Domänen jeweils mit verschiedenen Proteinen fusi- 
oniert, indem Hybridgene erzeugt werden. Das Kö- 
derprotein (engl. bait) ist die DBD, die genetisch 
mit dem interessierenden Protein fusioniert wird. 
Das Beuteprotein (engl. prey) ist die AD. Sie ist mit 
Proteinen fusioniert, welche auf Interaktionen mit 
dem Köder untersucht werden. Binden Köder- und 
Beuteprotein aneinander, aktivieren die DBD und 
AD die Transkription des Reportergens. 

Zur Durchführung einer Two-Hybrid-Analyse 
benötigt man zwei Vektoren (Abb. 9.22). Der erste 
Vektor hat eine multiple Klonierungsstelle oder 
Polylinker (MCS; engl. multiple cloning site) für das 
Köderprotein in 3’-Richtung der GAL4-DBD; da- 
her hat das Fusionsprotein das Köderprotein als C- 
terminale Domäne. Der zweite Vektor enthält eine 
multiple Klonierungsstelle für das Beuteprotein in 
5’-Richtung der GAL4-AD, und das Fusionsprotein 
hat das Beuteprotein als N-terminale Domäne. Beide 
Plasmide müssen in derselben Hefezelle exprimiert 
werden. Wenn Köder- und Beuteprotein interagie- 
ren, wird das Reportergen angeschaltet. 

Das Reportergen muss so konstruiert werden, 
dass es unter der Kontrolle der GAL4-Erkennungs- 
sequenz steht. Zu den häufig verwendeten Reporter- 
genen gehören HIS3, das für ein Enzym der Histidin- 
synthese codiert und dessen Expression es den Hefe- 
zellen ermöglicht, auch auf Medien ohne Histidin zu 
wachsen, oder URA3, das ein Wachstum ohne Uracil 
möglich macht. Diese Reportersysteme benötigen 
Hefewirtszellen, bei denen die entsprechenden Gene 
defekt sind. Sie ermöglichen jedoch eine direkte Se- 
lektion positiver Isolate. 

Ein weiterer Reporter ist lacZ aus E. coli, das für 
P-Galactosidase codiert. Sowohl Bakterien als auch 
Hefe, die lacZ exprimieren, färben sich blau, wenn 
man sie mit X-Gal kultiviert. 6-Galactosidase spal- 
tet X-Gal und setzt dabei ein blaues Produkt frei. 
Gewöhnlich werden die Reportergene in das Hefe- 
genom integriert und befinden sich nicht auf einem 
separaten Vektor. 

Mithilfe des yeast two hybrid-Systems hat man 
sämtliche Protein-Protein-Interaktionen im Hefe- 
proteom identifiziert und zwar durch ein Massen- 
Screening-Verfahren, dem sogenannten „Mating“ 
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9.21 Das Prinzip der Two-Hybrid-Technik 

Bei Analyse (a) haben die Hefe-Transkriptionsfaktoren 
zwei Domänen: die DBD (violett) erkennt Regulations- 
sequenzen auf der DNA, die AD (rot) aktiviert die RNA- 
Polymerase, mit der Transkription des Reportergens zu 
beginnen. Für die Two-Hybrid-Analyse werden zwei Prote- 
ine, das „Köderprotein“ und das „Beuteprotein“ (engl. bait 
und prey), getrennt mit den Domänen DBD und AD des 
Transkriptionsfaktors fusioniert. Das Köderprotein wird an 
die DBD gebunden, das Beuteprotein an die AD. b Köder- 
und Beuteprotein interagieren nicht, und das Reportergen 
wird nicht angeschaltet. c Das Köderprotein bindet an das 
Beuteprotein und bringt so die beiden Hälften des Tran- 
skriptionsfaktors zusammen. Der Komplex aktiviert die 
RNA-Polymerase, und das Reportergen wird exprimiert. 


Protein-Protein-Interaktionen: Das yeast two hybrid-System 287 


Bakterien- 
Origin 


Köder- 
vektor 


Promotor 


Protein-Protein- 
Interaktion hoher Affinität 


Selektion für Wachstum auf His-Medium Identifizieren von blauen Kolonien auf X-Gal 


9.22 Vektoren für die Two-Hybrid-Analyse 

Für eine Two-Hybrid-Analyse sind zwei verschiedene Vektoren erforderlich. Der Ködervektor enthält codierende Regionen für 
die DBD und das Köderprotein. Der Beutevektor enthält codierende Abschnitte für die AD und das Beuteprotein. Die beiden 
unterschiedlichen Konstrukte werden in derselben Hefezelle exprimiert. Bei einer Interaktion von Köder- und Beuteprotein 
wird das Reportergen exprimiert. Zwei Reportersysteme sind hier dargestellt. Das His3-Gen ermöglicht der Hefe, auf Histi- 
din-freien Medien zu wachsen. Das /acZ-Gen codiert für ß-Galactosidase, die X-Gal spaltet und einen blauen Farbstoff bildet. 
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9.23 Two-Hybrid-Analyse: Massen-Screening nach 
Paarungstyp 

Um mithilfe des Two-Hybrid-Systems sämtliche möglichen 
Protein-Protein-Interaktionen zu identifizieren, wird haplo- 
ide a-Hefe mit der Köderbibliothek fusioniert, und haploide 
a-Hefe mit der Beutebibliothek. Werden die beiden Hefety- 
pen miteinander verpaart, so enthalten die diploiden Zellen 
jeweils ein einzelnes Köderfusionsprotein und ein einzelnes 
Beutefusionsprotein. Interagieren die beiden Proteine, so 
aktivieren sie das Reportergen, welches es ermöglicht, 
dass die Hefe auf Medien ohne Histidin wachsen kann 
(Hefe-His3-Gen); oder sie färben die Zelle blau, wenn sie 
auf X-Gal-Medium wachsen (/acZ aus E. coli). Mittels au- 
tomatisierter Techniken kann dieser Prozess für alle 6000 
vorhergesagten Hefeproteine wiederholt werden. 


(Abb. 9.23). Hefe besitzt rund 6000 verschiedene 
Proteine. Jedes davon wurde mittels PCR in beide 
Vektoren kloniert. Auf diese Weise kann jedes Pro- 
tein sowohl als Köder als auch als Beute dienen. 
Sämtliche Ködervektoren wurden in haploide Hefe 
eines Paarungstyps transformiert, die Beutevektoren 
in die des anderen Paarungstyps. Haploide Zellen mit 
Köder werden mit haploiden Zellen mit Beute fusio- 
niert und die daraus entstehenden diploiden Zellen 
auf Reportergenaktivität hin analysiert. Bei dieser 
Analyse wurden also 6000 x 6000 Kombinationen 
von Protein-Interaktionen untersucht. 

Das yeast two hybrid-System unterliegt einigen 
Einschränkungen. Da sich die Transkriptionsfaktoren 
im Zellkern befinden müssen, um zu funktionieren, 
müssen auch die Zielproteine im Nucleus funktionie- 
ren. Bei einigen Proteinen kann es zu einer falschen 
Faltung kommen, wenn sie in den Zellkern gelangen. 
Bei anderen sind im Zellkern nicht die richtigen 
Cofaktoren verfügbar, und die Proteine sind instabil. 
Große Proteine werden mitunter nicht entsprechend 
exprimiert oder sind toxisch für die Hefe und führen 
zu falschnegativen Resultaten. 


Mit der yeast two hybrid-Analyse kann man Prote- 
ine finden, die aneinander binden. Zelluläre Prote- 
ine binden an die AD von GAL4 oder an die DBD 
von GAL4. Wenn zwei zelluläre Proteine die AD und 
DBD zusammenbringen, bindet das vollständige 
GAL4 an den Promotor des Reportergens. Die Pro- 
dukte des Reportergens ermöglichen es der Hefe, 
auf Histidin-freiem Medium zu wachsen oder eine 
blaue Farbe anzunehmen auf Medien, die X-Gal 
enthalten. 


Protein-Protein- 
Interaktionen durch 
Co-Immunpräzipitation 


Mit der Technik der Co-Immunpräzipitation kann 
man Protein-Protein-Interaktionen im Cytoplasma 
statt im Zellkern untersuchen (Abb. 9.24). Hierbei 
wird das Zielprotein in kultivierten Säugetierzellen 
exprimiert; diese werden dann einer Lyse unterzo- 
gen, um den cytoplasmatischen Inhalt freizusetzen. 
Das Zielprotein wird mit einem Antikörper aus dem 
Lysat präzipitiert. Andere mit dem Zielprotein asso- 
ziierte Proteine bleiben mit dem Antikörper-Protein- 
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Komplex assoziiert. (Sofern für das Zielprotein kein 
Antikörper existiert, kann man an das Protein einen 
kleinen Tag [wie FLAG oder His6; s. weiter oben] 
koppeln.) Protein A aus Staphylococcus bindet wiede- 
rum die Antikörper. Bevor Protein A dem Zelllysat 
zugefügt wird, bindet man es an Kügelchen. Dadurch 
entstehen sehr große Zielprotein/Antikörper/Pro- 
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9.24 Co-Immunpräzipitation 

Um festzustellen, ob im Cytoplasma Protein A oder Protein 
B interagiert, wird jedes Protein zur einfacheren Isolierung 
mit einem unterschiedlichen Tag markiert. Jedes Fusions- 
protein wird in Säugetierzellen exprimiert. Diese werden 
anschließend einer Lyse unterzogen, um die Zellproteine 
freizusetzen. Die Lyse muss sehr vorsichtig erfolgen, da- 
mit dabei nicht die Interaktionen zwischen den Proteinen 
zerstört werden. Die Fusionsproteine können anhand der 
Tag-Sequenz isoliert werden. Jedes Tag-markierte Protein 
und alle damit assoziierten Proteine werden unabhängig 
voneinander isoliert. Auf der linken Seite wird z.B. mit 
FLAG markiertes Protein A mit einem Antikörper gegen 
die FLAG-Sequenz isoliert, auf der rechten Seite das mit 
His6 markierte Protein B mit einem Antikörper gegen die 
His6-Sequenz. Anschließend erfolgt die Auftrennung der 
Proteinkomplexe mittels SDS-PAGE. Dieses Beispiel zeigt 
die Interaktion der beiden markierten Proteine A und B. 


tein A/Kügelchen-Komplexe, die man mittels Zent- 
rifugation vorsichtig von den übrigen Zellproteinen 
abtrennen kann. Durch SDS-PAGE kann man die 
Komplexe nach Größe auftrennen. Auf dem Gel soll- 
ten das Zielprotein, der Antikörper, Protein A und 
weitere Banden erkennbar sein, die interagierende 
Proteine repräsentieren. Diese können durch Pro- 
teinsequenzierung und/oder Massenspektrometrie 
identifiziert werden. 

Häufig versucht man die Ergebnisse einer yeast 
two hybrid-Analyse durch eine Co-Immunpräzipita- 
tion zu bestätigen, vor allem bei Säugetierproteinen. 
Bei vielen Two-Hybrid-Versuchen ergeben sich neue, 
noch nicht charakterisierte Proteine. Um die Inter- 
aktion zu bestätigen, werden beide Proteine für eine 
leichtere Isolierung mit einem Tag versehen. Das 
Markieren mit einem Tag ist sehr viel einfacher, als 
für jedes neue Protein einen spezifischen Antikörper 
zu erzeugen. Protein A wird beispielsweise mit FLAG 
markiert, Protein B hingegen mit His6. (Nicht ver- 
wechseln: Dieses Protein A ist nicht das Protein A aus 
Staphylococcus.) Jedes Vektorkonstrukt wird in eine 
Säugetierzelllinie transformiert und jedes Protein 
exprimiert. Das Zelllysat wird aufgenommen und auf 
zwei Proben aufgeteilt. Aus der ersten Probe isoliert 
man die Protein-A-Komplexe, aus der zweiten die 
Protein-B-Komplexe. Die verschiedenen Proteine der 
beiden Proben werden mittels SDS-PAGE getrennt. 
Interagieren die beiden Proteine, so sind alle beide in 
beiden Proben nachzuweisen. 


Mittels Co-Immunpräzipitation kann man feststel- 
len, ob zwei Proteine im Cytoplasma aneinander 
binden. 
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Arrays zum Nachweis von Proteinen lassen sich in 
zwei Gruppen unterteilen: in solche, die Antikörper 
verwenden, und solche, die auf der Verwendung von 
Tags basieren. Beim ELISA-Test (s. Kap. 6) werden 
Antikörper gegen spezifische Proteine an einen fes- 
ten Träger gebunden, etwa eine Mikrotiterplatte oder 
einen Objektträger. Anschließend wird die Prote- 
inprobe zugefügt. Wenn das Zielprotein vorhanden 
ist, bindet es an seinen komplementären Antikörper. 
Gebundene Proteine kann man durch Zugabe eines 
markierten zweiten Antikörpers nachweisen. 
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9.25 Ideale Ergebnisse eines 
Antigen Capture Immunoassays 
Eine Reihe verschiedener 
Antikörper wird an unterschiedliche 
Regionen eines festen Trägers 
gebunden. An jedem Punkt befindet 
sich ein anderer Antikörper. Erkennt 
der Antikörper ausschließlich mit 
Cy5 markierte Proteine, wird der 
Bereich rot fluoreszieren (links). 
Wenn der Antikörper hingegen 

nur Proteine erkennt, die mit Cy3 


Seiten- 


rot grün gelb 


markiert sind, fluoresziert der 
Bereich grün (Mitte). Erkennt der 
Antikörper Proteine unter beiden 
Bedingungen, leuchtet der Bereich 


Aufsicht 


gelb (rechts). 


Ein weiterer auf Antikörpern beruhender Array 
zum Proteinnachweis ist der sogenannte Antigen 
Capture Immunoassay (Abb.9.25). Ähnlich dem 
ELISA-Test werden auch bei dieser Methode an eine 
feste Oberfläche gebundene Antikörper gegen ver- 
schiedene Proteine verwendet. Die zu analysierende 
Proteinprobe wird isoliert und mit einem Fluores- 
zenzfarbstoff markiert. Bei einem Vergleich zweier 
Bedingungen kann man Proteine aus Probe 1 mit 
grün fluoreszierendem Cy3 markieren, Proteine aus 
Probe 2 mit rot fluoreszierendem Cy5. Nach Zu- 
gabe der Proben zum Antikörper-Array binden die 
komplementären Proteine an ihre verwandten An- 
tikörper. Enthalten Probe 1 und Probe 2 identische 
Proteine, die an den gleichen Antikörper binden, 
fluoresziert der Fleck gelb. Enthält Probe 1 ein Pro- 
tein, das in Probe 2 fehlt, erscheint der Fleck grün. 
Umgekehrt leuchtet der Fleck rot, wenn Probe 2 ein 
Protein enthält, das in Probe 1 nicht vorhanden ist. 
Diese Methode eignet sich gut zum Vergleich von 
Expressionsprofilen von Proteinen unter zwei unter- 
schiedlichen Bedingungen. 

Bei der dritten Methode, dem direkten Immu- 
noassay sind die Proteine der Probe an einen festen 
Träger gebunden (Abb. 9.26). Diese Proteine werden 
dann mit einem spezifisch markierten Antikörper 
analysiert. Dabei kann man sowohl das Vorhanden- 
sein als auch die Menge des Proteins überprüfen. Es 
ist beispielsweise möglich, Proteine von verschie- 
denen Patienten mit Prostatakrebs zu isolieren, auf 
Objektträger zu spotten und jede der Proben auf spe- 
zifische Proteinmarker oder auf das Vorhandensein 
anderer Krebsproteine zu untersuchen. Anhand der 
Mengen bestimmter Proteine können Wissenschaft- 


ler mithilfe dieses Immunoassays eventuell Rück- 
schlüsse auf die Stadien des Prostatakrebses ziehen. 

Das größte Problem bei Immunoassays ist der An- 
tikörper. Bei vielen Antikörpern kommt es zu Kreuz- 
reaktionen mit anderen zellulären Proteinen, wodurch 
man falschpositive Ergebnisse erhält. Außerdem ist 
die Bindung von Proteinen an einen festen Träger 
nicht unbedingt repräsentativ für die Bedingungen 
in einer Zelle. Die Proteine sind nicht gereinigt und 
aufgetrennt; deshalb enthalten die Proben sehr unter- 
schiedliche Proteine. Einige Proteine binden schneller 
und besser als andere. Ebenso könnte es sein, dass nur 
in geringen Mengen vorhandene Proteine nicht um 
Bindungsstellen konkurrieren. Als weiteres Problem 
kommt hinzu, dass viele Proteine in Komplexen vor- 
liegen, sodass andere Proteine im Komplex die Anti- 
körperbindungsstelle maskieren können. 

Anstelle von Antikörpern binden Protein-Arrays 
das Protein mithilfe von Fusions-Tags an einen festen 
Träger (Abb.9.27). Mit dem Einsatz von Protein- 
Arrays zur Feststellung der Funktion von Proteinen 
und Protein-Interaktionen wurden yeast two hybrid- 
Assays und die Co-Immunpräzipitation auf natürli- 
che Weise erweitert. Mit Protein-Arrays kann man 
Tausende von Proteinen zugleich untersuchen, sie 
bieten also eine sehr effektive Technik zur Erfor- 
schung des Proteoms. Häufig werden Protein-Arrays 
bei Hefe angewandt, da ihr Proteom nur rund 6000 
Proteine umfasst. Es wurden Bibliotheken erstellt, in 
denen jedes Protein mit einem His6- oder GST-Tag 
markiert ist. Diese Proteine werden dann über die 
Tags an einen festen Träger gebunden, beispielsweise 
einen mit Nickel oder Glutathion beschichteten Ob- 
jektträger. Für die Konstruktion des Arrays wird je- 
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9.26 Direkter Immunoassay 


Probe 2 Probe 3 


Bei direkten Immunoassays werden die Proteinproben an verschiedene Stellen eines festen Tragers gebunden. An jeder 
Stelle befindet sich eine andere Proteinprobe. Anschließend wird ein mit einem Detektionssystem markierter Antikörper 
zugefügt. Der Antikörper bindet ausschließlich an sein Zielprotein. In diesem Beispiel erkennt der Antikörper nur ein Pro- 


tein in den Patientenproben Nr. 1 und 2. 
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9.27 Prinzip eines Protein-Arrays 

Zur Herstellung eines Protein-Microarrays wird eine Bib- 
liothek aus mit His6-Tags markierten Proteinen mit einem 
nickelbeschichteten Glasträger inkubiert. Überall, wo Ni- 
ckelionen vorhanden sind, binden Proteine an den Träger. 


des Protein einzeln isoliert und auf den Objektträger 
aufgebracht. Nach Bindung der markierten Proteine 
an den Träger werden die übrigen Zellbestandteile 
durch Waschen entfernt. Somit befindet sich an je- 
dem Testfeld (Spot) nur ein einziges mit Tag mar- 
kiertes Protein. 

Nach Fertigstellung des Arrays kann man die 
Proteine auf eine bestimmte Funktion untersuchen. 
Michael Snyder untersuchte das Hefeproteom in sei- 
nem Labor an der Yale University auf Proteine, die 
Calmodulin (ein kleines, Ca**-bindendes Protein) 
oder Phospholipide binden (Abb. 9.28). Dazu mar- 
kierte er beide jeweils mit Biotin und inkubierte sie 
zusammen mit einem Glasträger, auf dem über His6- 
Nickel-Wechselwirkungen sämtliche Hefeproteine 
gebunden waren. Durch Inkubation des Glasträgers 
mit Cy3-markiertem Streptavidin wurde das Biotin- 
markierte Calmodulin oder Phospholipid sichtbar 
gemacht (Streptavidin geht eine sehr feste Bindung 
mit Biotin ein.) Auf diese Weise konnten 39 verschie- 
dene Calmodulin-bindende Proteine identifiziert 
werden (zuvor waren lediglich sechs bekannt) sowie 
150 verschiedene Phospholipid-bindende Proteine. 


Bei Antigen-Capture-Immunoassays werden ver- 
schiedene Antikörper an einen festen Träger gebun- 
den. Dieser Array wird dann zusammen mit einer 
Probe von fluoreszenzmarkierten Proteinen inku- 
biert. Bindet ein Antikörper an sein zelluläres Pro- 
tein, so zeigt sich an diesem Spot eine Fluoreszenz. 

Bei Umkehrphase-Arrays sind die Proteinpro- 
ben an den festen Träger gebunden, wobei sich an 
jedem Spot viele verschiedene zelluläre Proteine 
befinden. Der Träger wird dann zusammen mit 
markiertem Antikörper inkubiert. Durch das Detek- 
tionssystem des Antikörpers kann man feststellen, 
welche Proteinprobe mit dem Antikörper interagiert 
hat. 
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9.28 Screening von Protein-Arrays mit Biotin/Strep- 
tavidin 

Protein-Microarrays können z.B. daraufhin untersucht wer- 
den, ob die Proteine Phospholide binden. Dazu inkubiert 
man den Protein-Microarray mit Phospholipiden, die an 
Biotin gebunden sind. Gebundenes Phospholipid kann man 
dann mithilfe von Streptavidin sichtbar machen, an das ein 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist. Fluoreszierende Spots 
repräsentieren jeweils Proteine, die Phospholipide binden. 


Metabolomik 


Mit zunehmender Genauigkeit und Empfindlichkeit 
der Methoden zur Identifizierung kleiner Moleküle 
wurde auch die Erforschung des Stoffwechsels um- 
fassender. Das Metabolom umfasst sämtliche kleinen 
Moleküle und Stoffwechselzwischenstufen eines Sys- 
tems wie einer Zelle oder eines gesamten Organismus 
zu einem bestimmten Zeitpunkt. Das Metabolom zu 
verstehen gestaltet sich recht schwierig, weil sich die 
kleinen Metaboliten auf viele andere Bestandteile einer 
Zelle auswirken. Metaboliten durchlaufen ein kompli- 
ziertes Netzwerk und bilden zahlreiche verschiedene 
kurzlebige Komplexe. Man könnte das Netzwerk der 
Metaboliten mit dem Straßennetz einer Großstadt ver- 
gleichen. An jeder Straßenecke muss eine Entschei- 
dung getroffen werden, welcher Weg eingeschlagen 
wird, und das immer wieder, bis man schließlich sein 
Ziel erreicht hat. Jedes Metabolitmolekül folgt einem 
bestimmten Stoffwechselweg, der oft mehrere mögli- 
che Verzweigungen aufweist. An jeder Kreuzung fällt 
vor dem nächsten Schritt eine solche Entscheidung. 
Die Charakterisierung des Metaboloms unter be- 
stimmten Bedingungen bezeichnet man als Metabo- 
lom-Fingerprinting (engl. metabolic fingerprinting). 

Durch mehrere Techniken zur Auftrennung und/ 
oder Identifizierung kleiner Metaboliten wurde die 
Metabolomik erst möglich. Die Kernresonanzspektro- 
skopie oder NMR-Spektroskopie (engl. nuclear mag- 
netic resonance) der Extrakte von Zellen, die mit '?C- 
Glucose kultiviert wurden, ermöglichte eine gleichzei- 
tige Messung mehrerer Stoffwechselzwischenstufen. 

Auch mittels Dünnschichtchromatographie nach 
Kultur mit 'C-Glucose konnte man Metaboliten 
identifizieren. Diese Methoden sind nicht sehr emp- 
findlich, sodass dadurch einige Metaboliten nicht 
getrennt oder identifiziert werden können. 

Die beste Methode für die Analyse gesamter Me- 
tabolome bietet die Massenspektrometrie. Mit dieser 
Technik lassen sich viele verschiedene Metaboliten 
identifizieren (sogar bislang unbekannte), und sie 
ist ausgesprochen sensitiv. Mittels Massenspektro- 
metrie kann man die exakte Molekülformel einer 
Verbindung bestimmen und so jeden Metaboliten 
identifizieren. Selbst bei Isomeren ergibt sich trotz 
gleicher Molekülformel ein unterschiedliches Frag- 
mentierungsmuster. 

Zur Vereinfachung der Analyse wird die Massen- 
spektrometrie häufig mit anderen Methoden gekop- 
pelt. So kann man die Metaboliten vor der massen- 
spektrometrischen Analyse mithilfe verschiedener 


Weiterführende Literatur 293 


Chromatographieformen auftrennen. Beispielsweise 
ist es möglich, den komplexen Zellextrakt durch 
HPLC in verschiedene Fraktionen zu trennen, die 
massenspektrometrisch analysiert werden können. 
Besonders wertvoll ist die Metabolomik für die 
Erforschung von Pflanzen, weil sich die Metaboliten 
auf deren Farbstoffe, Duft, Geschmack und Nähr- 
stoffgehalt auswirken - alles wirtschaftlich bedeu- 
tende Merkmale. Die Analyse dieser Metaboliten 
mittels Massenspektrometrie wird dazu beitragen, 
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9.29 Metabolomanalyse von Erdbeeren 

Nicht zielgerichtete Metabolomanalyse bei Erdbeeren. 

a Vier aufeinanderfolgende Stadien der Fruchtentwick- 
lung von Erdbeeren (G = grün, W = weiß, T = teilweise 
gefärbt, R = rot) wurden mittels Fouriertransformation- 
Massenspektrometrie (FTMS) metabolisch analysiert. An 
ähnlichen Fruchtproben wurden zuvor schon Genexpres- 
sionsanalysen mit cDNA-Microarrays durchgeführt. b Ein 
Beispiel für eine hoch auflösende (> 100000) Auftrennung 
von sehr nahe beieinander liegenden Massenpeaks aus 
Analysedaten von grünen und roten Stadien der Frucht- 
entwicklung. Mit einem X markierte Peaks haben die 
gleiche Masse, während Peak Y davon um nur 3 ppm ab- 
weicht. Mit freundlicher Genehmigung von Phenomenome 
Discoveries Inc., Saskatoon, Kanada. 


schmackhaftere und frischere Produkte zu entwi- 
ckeln. In Erdbeeren lassen sich beispielsweise durch 
Massenspektrometrie 7000 Metabolite nachweisen 
(Abb. 9.29). Bei einem Vergleich von weißen und 
roten Erdbeeren konnte man feststellen, welche der 
Metabolitenpeaks im Massenspektrum den Zwi- 
schenstufen der Farbstoffsynthese entsprechen. 


Das Metabolom besteht aus der Gesamtheit kleiner 
Moleküle und Metaboliten eines Systems wie einer 
Zelle oder eines Organismus. 

Weil das Metabolom dynamisch ist, entspricht 
ein Metabolom-Fingerprint der Gesamtheit aller klei- 
nen Metaboliten zu einem bestimmten Zeitpunkt. 
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Proteine und rekombinante 
DNA-Technologie 


Die Proteomik hat die Tür geöffnet, um immer mehr 
klinisch bedeutende Proteine zu identifizieren. Sind 
die Proteine erst einmal identifiziert, so muss man 
sie im Detail erforschen. Dazu gehört beispielsweise 
auch die Expression des Proteins in Modellorga- 
nismen mithilfe rekombinanter DNA-Technologien 
(s. Kap. 3). Sofern einige der Proteine zu therapeuti- 
schen Zwecken genutzt werden, benötigt man große 
Mengen gereinigtes Protein. 

Nach dem Klonieren eines Gens ist es relativ ein- 
fach, das von ihm codierte Protein in großen Mengen 
zu produzieren. Einige Beispiele für solche rekombi- 
nanten Proteine sind in Tabelle 10.1 aufgelistet. Für 
die Synthese kleinerer Nichtproteinmoleküle - die für 
einen organischen Chemiker einfacher erscheinen 
- werden ein halbes Dutzend Proteine (Enzyme) be- 
nötigt, die seriell zusammenarbeiten. Paradoxerweise 
wurden Proteine, obwohl es sich dabei um Makro- 
moleküle handelt, häufiger gentechnisch verändert 
als einfachere Produkte wie Antibiotika. Die Tech- 
nik des sogenannten Stoffwechsel-Engineering (engl. 
pathway engineering) zur Synthese kleiner organi- 
scher Moleküle wird im folgenden Kapitel (Kap. 11) 
beschrieben. 


Soll ein Gen für eine groß angelegte Produktion 
exprimiert werden, ergeben sich gegenüber Laborbe- 
dingungen zusätzliche Probleme. Je mehr Kopien eines 
Gens eine Zelle enthält, desto größer ist die Menge des 
Genprodukts. Daher erhält man durch Klonieren eines 
Gens in ein high-copy-Plasmid in der Regel einen höhe- 
ren Ertrag des Genprodukts. High-copy-Plasmide sind 
allerdings häufig instabil, insbesondere in Kulturen mit 
hoher Dichte, wie sie in der Industrie verwendet wer- 
den. Zwar lassen sich die meisten Plasmide durch das 
Vorhandensein eines Antibiotikaresistenzgens in Kultur 
halten, aber Antibiotika sind kostspielig, speziell in in- 
dustriellem Maßstab. Verhindern lässt sich der Verlust 
von Plasmiden beispielsweise durch den Einbau eines 
Fremdgens in das Chromosom der Wirtszelle. Dadurch 
verringert sich jedoch die Kopienzahl des klonierten 
Gens auf eine. Daher hat man versucht, mehrere Ko- 
pien klonierter Gene in Tandem-Arrays einzubauen. 
Das Vorhandensein multipler Kopien hat allerdings 
eine Instabilität zur Folge, weil es zwischen homologen 
DNA-Sequenzen zur Rekombination kommt. 


Rekombinante Proteine sind klinisch bedeutende 
Proteine, die in großen Mengen produziert werden. 
Das Gen für das betreffende Protein wird in einen 
Vektor kloniert und in einem Modellorganismus zu 
einem Protein exprimiert. 


Tabelle 10.1 Durch rekombinante Technologien synthetisierte Proteine 
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Expression eukaryotischer 
Proteine in Bakterien 


Kapitel 3 hat sich bereits mit den Grundlagen be- 
fasst, wie man Gene in verschiedene Vektoren klo- 
niert. Ob klonierte Gene erfolgreich exprimiert 
werden, hängt von mehreren Faktoren ab. Bakte- 
riengene werden in der Regel exprimiert, indem 
sie mithilfe von Klonierungsvektoren in bakterielle 
Wirtszellen überführt werden - vorausgesetzt, sie 
befinden sich in der Nähe eines geeigneten bak- 
teriellen Promotors. Oft verwendet man spezielle 
Plasmide, sogenannte Expressionsvektoren, um die 
Genexpression zu steigern. Wie in Kapitel 3 ange- 
merkt, liefern diese einen starken Promotor für die 
Expression des klonierten Gens. Expressionsvekto- 
ren enthalten auch Gene für Antibiotikaresistenz 
und ermöglichen die Selektion des Vektors und 
daher auch des rekombinanten Proteins. Zusätzlich 
müssen sie einen für den Wirt geeigneten Replikati- 
onsursprung aufweisen. 

Die Expression eukaryotischer Proteine ist 
problematischer. Zwar kann man dazu auch euka- 
ryotische Zellen verwenden, aber Bakterien sind 
einfacher zu kultivieren und genetisch zu mani- 
pulieren. Daher ist es häufig wünschenswert, eu- 
karyotische Proteine in Bakterien zu exprimieren 
(Abb. 10.1). Allerdings funktionieren eukaryotische 
Protomoren in Bakterienzellen nicht, weshalb ein 
bakterieller Promotor zur Verfügung gestellt wer- 
den muss. Außerdem können Bakterien keine In- 
trons verarbeiten. Deshalb wird standardmäßig die 
cDNA-Version eukaryotischer Gene kloniert, die 
keine Introns aufweist und ausschließlich aus unun- 
terbrochenen codierenden Sequenzen besteht. Tat- 
sächlich verwendet man generell die cCDNA-Version 
eukaryotischer Gene, selbst zur Expression in Euka- 
ryotenzellen. Damit lassen sich nicht nur mögliche 
Probleme bei der Prozessierung vermeiden; auch 
die DNA-Menge ist weitaus geringer und folglich 
leichter handhabbar. 

Selbst wenn ein kloniertes Gen in hohem Umfang 
transkribiert wird, kann die Produktion des codier- 
ten Proteins auf der Stufe der Proteinsynthese einge- 
schränkt sein. Verschiedene mRNA-Moleküle wer- 
den unterschiedlich effizient translatiert. Das liegt an 
mehreren Faktoren: 

1. Stärke der Wechselwirkung von Ribosomenbin- 
dungsstelle und Ribosomen; 

2. Stabilität und/oder Sekundärstruktur der mRNA; 

3. Codongebrauch. 
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10.1 Expression eukaryotischer Gene in Bakterien 
im Uberblick 

Eukaryotische Gene müssen zur Expression in Bakterien 
entsprechend angepasst werden. Zunächst wird die mRNA 
aus dem betreffenden Gen in cDNA umgewandelt, damit 
man eine ununterbrochene codierende DNA erhält. An- 
schließend wird die cDNA zwischen einen bakteriellen Pro- 
motor und einen bakteriellen Terminator kloniert. Dadurch 
kann die Transkriptions- und Translationsmaschinerie der 
Bakterien die codierende Sequenz exprimieren. 
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Neben den Standardexpressionsvektoren existieren 
noch fortschrittlichere Vektoren, mit denen sich diese 
und weitere Aspekte der Produktion von Proteinen 
optimieren lassen. In diesem Kapitel geht es darum, 
wie sich durch Verwendung von Translationsvektoren 
und Fusionsvektoren die Synthese eines rekombinan- 
ten Proteins aus einem klonierten Gen steigern lässt. 


Für die Synthese eukaryotischer Proteine in Bakte- 
rien werden Expressionsvektoren verwendet. Der 
Vektor enthält die Ribosomenbindungsstelle, die 
Terminationssequenzen und einen stark regulierten 
Promotor. Bei dem eukaryotischen Gen handelt es 
sich um eine cCDNA-Kopie der mRNA. 


Translationsexpressions- 
vektoren 


Wie in Kapitel 2 ausgeführt, binden bakterielle Ribo- 
somen mRNA, indem sie die Ribosomenbindungs- 
stelle (RBS, auch als Shine-Dalgarno-Sequenz be- 
zeichnet) erkennen. Die RBS geht eine Basenpaarung 
mit der Sequenz AUUCCUCC auf der 16S-rRNA der 


kleinen Untereinheit der Ribosomen ein. Je ähnlicher 
die RBS der Consensussequenz (also UAAGGAGG) 
ist, desto stärker ist diese Verbindung. Dies führt 
im Allgemeinen zu einer effizienteren Initiation der 
Translation. Für eine optimale Translation muss die 
RBS zudem im richtigen Abstand vom Startcodon 
AUG liegen. 

Expressionsvektoren sind darauf ausgerichtet, 
die Genexpression auf der Ebene der Transkription 
(s. Kap.3) zu optimieren. Man kann jedoch auch 
Translationsexpressionsvektoren erzeugen und so 
eine optimale Initiation der Translation gewährleis- 
ten. Diese Vektoren besitzen eine Consensus-RBS 
plus ein ATG-Startcodon in optimalem Abstand 
(8 bp) strangabwärts der RBS. Das klonierte Gen wird 
an einer Klonierungsstelle eingebaut, die mit dem 
Startcodon überlappt. Sehr gut geeignet ist das Re- 
striktionsenzym Ncol, da seine Erkennungssequenz 
(C/CATGG) ATG enthält. Daher ist es möglich, ein 
kloniertes Gen so einzubauen, dass sein ATG genau 
mit dem ATG des Translationsexpressionsvektors zu- 
sammentrifft (Abb. 10.2). Das zu exprimierende Gen 
wird mit NcoI an seinem 5’-Ende und mit einem 
anderen geeigneten Restriktionsenzym an seinem 3’- 
Ende herausgeschnitten. Falls nötig, kann man mit- 
tels ortsspezifischer Mutagenese oder PCR künstlich 
eine Ncol-Schnittstelle in das Gen einbauen. 
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sensus-RBS, acht Basenpaare von in den Vektor an der Ncol-Schnittstelle 
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Fortfahren der Transkription. 
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Translationsexpressionsvektoren zeichnen sich 
auch durch einen günstigen selektiven Marker aus, 
gewöhnlich eine Resistenz gegen Ampicillin oder 
ein anderes Antibiotikum. Außerdem besitzen sie 
einen starken, regulierten Transkriptionspromotor. 
Strangabwärts der Klonierungsstelle befinden sich 
zwei oder drei starke Terminationssequenzen, die 
verhindern, dass die Transkription sich innerhalb der 
Plasmidgene fortsetzt. 

Zwar können Translationsexpressionsvektoren die 
Initiation der Translation optimieren, sie wirken sich 
aber nicht auf die anderen schon angeführten Fakto- 
ren aus, die Eigenschaften der Sequenz jedes einzelnen 
Gens sind. Beispielsweise kann sich die Sekundär- 
struktur der mRNA signifikant auf den Umfang der 
Translation auswirken. Ist durch eine Auffaltung der 
mRNA die RBS und/oder das Startcodon blockiert, so 
wird die Translation behindert. Vor allem die Sequenz 
der ersten Codons der codierenden Sequenz sollte auf 
mögliche Basenpaarungen mit der Region um die RBS 
überprüft werden. Wenn nötig, können Basen an der 
dritten (redundanten) Position jedes Codons ausge- 
tauscht werden, um solche Basenpaarungen zu ver- 
hindern. Eine aktive und umfangreiche Translation zu 
erreichen ist eine wesentliche Voraussetzung, um eine 
Instabilität der mRNA zu vermeiden. Jede mRNA, die 
nicht aktiv translatiert wird, wird letztendlich abge- 
baut, wodurch sich der Proteinertrag verringert. 


Translationsexpressionsvektoren liefern optimale 
Ribosomenbindungsstellen. Sie weisen zudem stark 
regulierte Promotoren und mehrere Terminatorse- 
quenzen für eine kontrollierte Transkription auf. 


Auswirkungen des 
Codongebrauchs 


Werden Gene eines Organismus in fremden Wirts- 
zellen exprimiert, stellt sich das Problem des Co- 
dongebrauchs (man spricht auch von Codonbevor- 
zugung, engl. codon usage bzw. codon bias). Wie in 
Kapitel 2 erläutert, ist der genetische Code insofern 
redundant, als mehrere Codons die gleiche Amino- 
säure codieren können. Auch wenn ein Protein sich 
durch eine festgelegte Aminosäuresequenz auszeich- 
net, besteht noch eine beträchtliche Auswahl an ent- 
sprechenden Codons, die verwendet werden können. 
Verschiedene Organismen bevorzugen für dieselbe 


Aminosäure unterschiedliche Codons. Beispielsweise 
wird die Aminosäure Lysin durch die Codons AAA 
oder AAG codiert. Bei E. coli findet zu 75 % AAA 
Verwendung und nur zu 25 % AAG. Bei Rhodobacter 
ist das Verhältnis genau umgekehrt: Hier dient zu 
75 % AAG als Codon - und das, obwohl es sich bei 
beiden um gramnegative Bakterien handelt. 

Abgelesen werden die Codons von der transfer- 
RNA (tRNA, s. Kap. 2). Verwendet eine Zelle ein be- 
stimmtes Codon nur selten, dann ist jene tRNA, die 
dieses seltene Codon abliest, in geringeren Mengen 
vorhanden. Baut man nun ein Gen mit zahlreichen 
AAA-Codons in eine Zelle ein, die nur selten AAA für 
Lysin verwendet, herrscht unter Umständen ein solcher 
Mangel an der entsprechenden tRNA, dass die Prote- 
insynthese deutlich verlangsamt wird (Abb. 10.3). 

Für eine optimale Proteinproduktion muss also 
der Codongebrauch berücksichtigt werden. Es ist 
zwar eine Menge Arbeit, aber man kann die DNA- 
Sequenz von Genen dahingehend ändern, dass man 
viele Basen an der dritten Position redundanter Co- 
dons austauscht. Hierzu wird die DNA-Sequenz des 
gesamten Gens künstlich synthetisiert. Wie in Kapi- 
tel 4 ausgeführt, synthetisiert man einzelne überlap- 
pende DNA-Abschnitte und fügt diese dann zu einem 
kompletten Gen aneinander. Durch eine Optimie- 
rung der Codons von Genen für den neuen Wirtsor- 
ganismus lässt sich die Proteinproduktion aufgrund 
der schnelleren Elongation der Polypeptidkette durch 


Ribosom 


Amino- — 
säuren 1 


unbesetzte 
Stelle wartet rR beladene 
auf seltene tRNA tRNA 


10.3 Der Codongebrauch wirkt sich auf die Translati- 
onsgeschwindigkeit aus 

Bakterien bevorzugen für eine bestimmte Aminosäure 

ein Codon gegenüber anderen redundanten Codons. In 
diesem Beispiel ist das Ribosom ins Stocken geraten, weil 
es auf eine Lysin-tRNA mit dem Anticodon UUU wartet. 
Escherichia coli verwendet dieses Codon nicht sehr häufig 
und verfügt daher nur über eine begrenzte Menge der ent- 
sprechenden tRNA. 
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das Ribosom mitunter auf das Zehnfache steigern. 
Diese Methode wurde mit Erfolg bei mehreren In- 
sektengiften angewandt, die ursprünglich von Bacil- 
lus thuringiensis stammen und in transgene Pflanzen 
kloniert wurden (Näheres hierzu s. Kap. 14). 

Ein weiterer, weniger laborintensiver Lösungsan- 
satz für das Problem des Codongebrauchs ist, die sel- 
tenen tRNAs zur Verfügung zu stellen. Die seltensten 
Codons werden nur deshalb nicht verwendet, weil es 
an entsprechenden tRNAs mangelt. Bei E. coli sind 
die seltensten Codons beispielsweise AGG und AGA; 
sie codieren beide für Arginin und finden nur mit 
einer Häufigkeit von 0,14 % beziehungsweise 0,21 % 
Verwendung. Die tRNA, die diese beiden Codons 
abliest, wird von dem Gen argU codiert. Stellt man 
dieses Gen über ein Plasmid zur Verfügung, herrscht 
bei dem Wirt E. coli kein Mangel mehr an der ent- 
sprechenden tRNA, und das rekombinante Protein 
kann synthetisiert werden. Inzwischen sind Plasmide 
erhältlich, die sämtliche Gene für die tRNAs selte- 
ner Codons tragen. Diese Plasmide enthalten einen 
p15A-Replikationsursprung und sind damit kompa- 
tibel mit den meisten Expressionsvektoren, die ge- 
wöhnlich einen ColE1-Replikationsursprung aufwei- 
sen (zur Inkompatibilität von Plasmiden s. Kap. 3). 


Jeder Organismus bevorzugt bestimmte Codons für 
eine Aminosäure. Wenn die DNA-Sequenz für das 
rekombinante Protein eine selten verwendete tRNA 
codiert, verlangsamt sich die Proteinproduktion. 
Lösen lässt sich dieses Problem durch Hinzufügen 
der seltenen tRNA oder durch Austausch der Base 
an der Wobble-Position der seltenen Codons. 


Vermeidung toxischer 
Wirkungen durch Protein- 
überproduktion 


Normalerweise sind höhere Erträge erwünscht, die 
Überproduktion eines rekombinanten Proteins kann 
die Wirtszelle jedoch auch schädigen. Wird in Bak- 
terien zu schnell zu viel Protein hergestellt, so bildet 
der Überschuss Einschlusskörper. Das sind dichte 
Kristalle aus falsch gefalteten, funktionslosen Prote- 
inen (s. unten). Daher verfügen die Expressionssys- 
teme für rekombinante Proteine über Kontrollmög- 
lichkeiten, wann und wie viel Protein die Wirtszelle 


synthetisiert. Zwei verbreitete Expressionssysteme bei 
E. coli sind pET und pBAD. Diese haben Kontrollme- 
chanismen zum An- und Abschalten der Synthese re- 
kombinanter Proteine. Das pBAD-System kann auch 
die Menge des produzierten Proteins regulieren. 

Die pET-Vektoren besitzen einen T7/lac-Hybrid- 
promotor, eine multiple Klonierungsstelle und einen 
T7-Terminator. Für die Transkription dieses hybriden 
Promotors wird eine T7-RNA-Polymerase benötigt. 
Bei dem Wirt E. coli wurde das Gen für T7-RNA-Poly- 
merase gentechnisch in das Chromosom eingebaut, es 
wird jedoch von dem lac-Operon-Repressor Lacl re- 
primiert. Fügt man IPTG hinzu, so bewirkt dieses die 
Freisetzung des LacI-Proteins und die Expression des 
Gens. So wird nun T7-RNA-Polymerase synthetisiert, 
diese bindet an den T7/lac-Hybridpromotor, und das 
betreffende Klonprotein wird hergestellt (Abb. 10.4). 

Das pBAD-System beruht auf dem Arabinose- 
Operon. Dieses wird durch die Zugabe von Arabi- 
nose induziert, die an das AraC-Regulatorprotein 
bindet. Aktivierte AraC löst sich von der O,-Stelle 
ab und bindet an die I-Stelle (Abb. 10.5). Dadurch 
wird die Expression des klonierten Gens aktiviert. 
Reguliert wird das pBAD-System durch die Arabi- 
nosemenge, die der Kultur zugeführt wird. Wenn 
das rekombinante Protein für die Wirtszelle toxisch 
wirkt, setzt man weniger Arabinose zu, was jedoch 
dazu führt, dass auch weniger rekombinantes Protein 
produziert wird. Dies ist auf die Kultur zurückzufüh- 
ren, nicht auf die Zelle. Die Herstellung des rekom- 
binanten Proteins erfolgt in allen Zellen nach dem 
Alles-oder-nichts-Prinzip. Durch geringe Mengen 
Arabinose wird nicht jede Zelle der Kultur aktiviert, 
bei größeren Mengen hingegen schon. 


Die pET- und pBAD-Expressionsvektoren werden 
zur Regulation der Proteinproduktion verwendet. 
Sie kontrollieren über Induktoren und Repressoren 
die Genexpression. 


Erhöhung der 
Proteinstabilität 


Verschiedene Proteine unterscheiden sich sehr in 
ihrer Stabilität. Die Lebensdauer eines Proteins in 
einer Zelle hängt davon ab, wie schnell es von pro- 
teolytischen Enzymen oder Proteasen abgebaut wird 
(s. Kap. 9). Neben der dreidimensionalen Struktur 
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10.4 Das pET-Proteinexpres- 
sionssystem 

a Rekombinante Proteine wer- 
den in der Wirtszelle erst nach 
Induktion exprimiert. Das pET- 
Plasmid enthält das Gen für das 
Lacl-Protein, welches sowohl 
das Gen für T7-RNA-Polymerase 
auf dem Bakterienchromosom 
als auch das Gen für das rekom- 
binante Protein auf dem pET- 
Plasmid reprimiert. b Fügt man 
den Induktor IPTG hinzu, so be- 
wirkt dieser eine Ablösung von 
Lacl von beiden Promotoren. 
Anschließend wird das Gen für 
T7-RNA-Polymerase exprimiert. 
Diese Polymerase transkribiert 
dann das Gen für das rekombi- 
nante Protein. 
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a Proteinexpression abgeschaltet 
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10.5 Das pBAD-Expressionssystem 
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a Bei Bindung des dimeren AraC-Proteins an die Regulationssequenzen O, und O, auf dem pBAD-Plasmid werden die re- 
kombinanten Proteine nicht exprimiert. b Die Anwesenheit von Arabinose bewirkt eine Konformationsanderung von AraC, 
sodass dieses nun an die O- und |-Stelle bindet. Diese Konformation löst die Transkription des rekominanten Proteins aus. 


beeinflussen noch zwei weitere Faktoren spezifisch 

die Rate des Proteinabbaus. Ihre Wirkung erzielen 

diese vermutlich, indem sie die Erkennung der Prote- 
ine durch die Abbaumaschinerie verändern. 

1. Die Identität der N-terminalen Aminosäure wirkt 
sich nachdrücklich auf die Halbwertszeit von 
Proteinen aus. Viele Proteine werden zwar mit 
Methionin als erster Aminosäure synthetisiert, 
aber später noch prozessiert. Daher gibt es bei der 
N-terminalen Aminosäure reifer Proteine eine 
große Variabilität. Die N-terminale Regel für Sta- 
bilität ist in Tabelle 10.2 aufgeführt. 

2. Das Vorhandensein bestimmter interner Sequen- 
zen führt zu einer starken Destabilisierung von 
Proteinen. PEST-Sequenzen sind Abschnitte aus 
zehn bis 60 Aminosäuren, die reich an Prolin (P), 
Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) sind. Die 
PEST-Sequenzen bilden Domänen, deren Struktur 
von proteolytischen Enzymen erkannt wird. 


Die N-terminale Sequenz eines Proteins lässt sich 
relativ einfach gentechnisch verändern. Durch Stan- 
dardmethoden wie PCR (s. Kap. 4) kann man einen 
kurzen Abschnitt künstlich synthetisierter DNA ein- 
bauen, die einen neuen N-Terminus codiert. Wie 


Tabelle 10.2 N-terminale Regel für die Stabilität von Pro- 
teinen 


Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val 120 
Ile, Glu, Tyr 30 
Gin, Pro 10 
Leu, Phe, Asp, Lys, Arg 2-3 


effektiv diese Methode funktioniert, konnte experi- 
mentell für B-Galactosidase nachgewiesen werden. 
Eine interne PEST-Sequenz zu verändern, ohne dabei 
die Proteinfunktion zu beeinträchtigen, erweist sich 
als weitaus komplizierteres Unterfangen, obgleich es 
theoretisch zu einer größeren Stabilität und einem 
erhöhten Ertrag führen würde. 

Ein einigen Fällen falten sich Proteine, die bei 
korrekter Faltung stabil wären, während der Synthese 
nicht richtig. Diese falsch gefalteten Proteine bil- 
den Einschlusskörper, dichte Partikel, die mit einem 
Lichtmikroskop sichtbar sind. Normalerweise bilden 
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sich Einschlusskörper, wenn rekombinante Proteine 
schlecht löslich sind oder zu schnell produziert wer- 
den. Unterbinden kann man diese Form der Aggre- 
gation beispielsweise durch Bereitstellen molekula- 
rer Chaperone, die den rekombinanten Proteinen 
helfen, sich richtig zu falten. Molekulare Chaperone 
lagern sich während der Translation an Polypeptide 
an und sorgen dafür, dass das Protein sich nicht vor 
der vollständigen Translation faltet. Danach kann es 
die korrekte Faltung einnehmen (Abb. 10.6). 


Um die Produktion rekombinanter Proteine zu 
steigern, kann man die N-terminale Aminosäure 
ändern, die PEST-Sequenzen entfernen oder das 
rekombinante Protein zusammen mit molekularen 
Chaperonen exprimieren, die für eine korrekte Fal- 
tung sorgen. 


Verbesserung der 
Proteinsekretion 


Synthetisiert eine Bakterienzelle ein rekombinantes 
Protein, so kann es vorkommen, dass es sich im Cy- 
toplasma wiederfindet, im periplasmatischen Raum 
zwischen der inneren und äußeren Membran oder 


Einschluss- 
körper 


10.6 Molekulare Chaperone 
tragen dazu bei, die Bildung 
von Einschlusskörpern zu ver- 
hindern 

Bei unkorrekter Faltung aggregie- 
ren rekombinante Proteine und 
bilden Einschlusskörper. Wenn 
während der Translation moleku- 
lare Chaperone eine vorzeitige Fal- 
tung der rekombinanten Proteine 
verhindern, faltet sich das neue 
Polypeptid anschließend richtig 
und wird voll funktionsfähig. 


aus der Zelle nach außen ins Kulturmedium ab- 

gegeben wird. Die Sekretion durch die innere Cy- 

toplasmamembran wird durch das Vorhandensein 
einer hydrophoben Signalsequenz am N-terminalen 

Ende des neu synthetisierten Proteins gesteuert. Die 

Signalsequenz wird nach dem Export durch eine Si- 

gnalpeptidase (auch als Leader-Peptidase bezeichnet) 

abgespalten. Auch wenn Bakterien wie E. coli nur we- 
nige Proteine exportieren, existieren spezielle Sekre- 
tionssysteme, die einen Export von Proteinen durch 
beide Membranen ins Kulturmedium ermöglichen. 
Ein sezerniertes Protein ist leichter zu reinigen 
als eines, das zusammen mit der Mehrzahl der bak- 
terienzelleigenen Proteine im Cytoplasma verbleibt. 

Andererseits sind viele Proteine außerhalb ihrer zel- 

lulären Umgebung oder an der Luft instabil. Solche 

Proteine werden in der Biotechnologie normaler- 

weise nicht verwendet, weil sie schwierig zu reinigen 

oder zu verwenden sind. Die meisten für praktische 

Anwendungen ausersehenen Proteine und Enzyme 

sind außerhalb der Zelle relativ stabil. Ein Standard- 

ziel ist deshalb, dass sie sezerniert werden, weil dies 
die Isolierung und Reinigung sehr erleichtert. Dafür 
gibt es einige Möglichkeiten: 

1. In das klonierte Gen wird eine Signalsequenz 
eingebaut. Infolgedessen wird das rekombinante 
Protein eine N-terminale Signalsequenz aufwei- 
sen, wenn es neu synthetisiert wird. Dadurch 
wird sein Export in das Periplasma gesteuert - 
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mithilfe des allgemeinen Sekretionssystems. 
Anschließend werden die Bakterienzellen geern- 
tet und so behandelt, dass die äußere Membran 
durchlässig oder ganz entfernt und das rekom- 
binante Protein auf diese Weise freigesetzt wird. 
Ein wesentliches Problem besteht darin, dass große 
Mengen eines rekombinanten Proteins die Sekreti- 
onsmaschinerie überlasten können und deswegen 
zu Einschlusskörpern aggregieren. So können sich 
in der Zelle erhebliche Mengen des rekombinan- 
ten Proteins ansammeln, an die immer noch die 
Signalsequenz gekoppelt ist. Mitunter lässt sich 
die Sekretion dramatisch erhöhen, indem man 
größere Mengen der sogenannten Sec-Proteine 
(Sekretionssystemproteine) bereitstellt. Zusätzliche 
Kopien der sec-Gene können in Plasmide kloniert 
und exprimiert werden, um die Proteinmenge zu 
erhöhen. Zudem hat man mutante E. coli-Stämme 
entwickelt, die eine Sekretion ermöglichen. 

Man kann das rekombinante Protein auch mit 
einem Bakterienprotein fusionieren, dass norma- 
lerweise exportiert wird (s. folgenden Abschnitt 
über Fusionsvektoren). Das Maltose-bindende 
Protein von E. coli wird effizient in den periplas- 
matischen Raum exportiert und ist ein beliebter 
Carrier für rekombinante Proteine. Später wird 
das rekombinante Protein durch Proteasespal- 
tung vom Carrier-Protein abgelöst. Diese Technik 
eignet sich besonders für relativ kurze Peptide, 
darunter viele Hormone und Wachstumsfakto- 
ren, die alleine oft instabil sind. 

Man kann das interessierende Gen auch in gram- 
positiven Bakterien wie Bacillus exprimieren, die 
keine äußere Membran besitzen. Folglich gelan- 
gen exportierte Proteine direkt ins Kulturme- 
dium. Das ist zwar praktisch, aber Bacillus hinkt 
genetisch gesehen noch weit hinter E. coli her. 
Als weitere Alternative kommen tierische Zellen 
infrage; sie haben nur eine einzige Cytoplasma- 
membran und sezernieren Proteine daher eben- 
falls direkt ins Medium. 

Eine Sekretion durch beide Membranen gramne- 
gativer Bakterien wie E. coli lässt sich durch spe- 
zialisierte Exportsysteme erreichen (Abb. 10.7). 
Die meisten dieser Exportsysteme werden von 
Natur aus für die Sekretion von Giftstoffen durch 
pathogene Bakterienstämme genutzt. So über- 
windet das Typ-I-Sekretionssystem die innere 
und äußere Membran und wird von einigen E. 
coli-Stämmen, die Harnwegsinfektionen hervor- 
rufen, zur Sekretion von Hämolysin verwendet. 
Das Typ-II-Sekretionssystem überwindet hinge- 


gen nur die äußere Membran. Daher wird für den 
Export ins Medium ein allgemeines Sektretions- 
system benötigt (d.h. das Sec-System), um das 
Protein zunächst durch die innere Membran zu 
transportieren. Über diesen zweistufigen Prozess 
verläuft normalerweise die Sekretion von Exoto- 
xin A bei Pseudomonas. 


Zunehmend werden Stämme von E. coli verwendet, 
die gentechnisch so verändert sind, dass sie diese 
alternativen Exportsysteme nutzen. In diesen Fällen 
ist es erforderlich, das zu exportierende Protein so 
zu modifizieren, dass es durch das gewählte Export- 
system erkannt wird. Wird das Gen mit der entspre- 
chenden Signalsequenz versehen, kann das Protein 
erkannt und exportiert werden. 


Rekombinante Proteine werden gewöhnlich aus der 
Zelle ins Kulturmedium exportiert. Für den Export 
macht man sich die bakteriellen Exportsysteme 
zunutze. 


Fusionsprotein- 
Expressionsvektoren 


Durch Verknüpfung der codierenden Sequenzen 
zweier Proteine „in frame“ (unter Beachtung des Le- 
serasters) ergibt sich ein Fusionsprotein (s. Kap. 9). 
Folglich entsteht bei der Translation ein einzelnes 
längeres Polypeptid. Wird das erste (N-terminale) 
Protein normal sezerniert, dann wird auch das Fusi- 
onsprotein sezerniert. Auf diese Weise lässt sich der 
Export eines rekombinanten Proteins bewerkstelli- 
gen: Man muss es nur mit einem Protein verknüpfen, 
das die Zelle normalerweise exportiert. 

Durch die Fusion von Proteinen lassen sich auch 
die Probleme der Stabilität und Reinigung lösen. 
Viele eukaryotische Proteine sind innerhalb der Bak- 
terienzelle instabil. Das gilt insbesondere für Wachs- 
tumsfaktoren, Hormone und regulatorische Peptide, 
die oftmals zu kurz sind, um sich in eine stabile drei- 
dimensionale Konfiguration zu falten. Wenn man sie 
jedoch an den C-Terminus eines stabilen Bakterien- 
proteins anhängt, sind sie vor dem Abbau geschützt. 
Bei sorgfältiger Auswahl des Carrier-Proteins wird 
auch die Reinigung enorm erleichtert. 

Ein Fusionsproteinvektor ist ein Plasmid, mit 
dessen Hilfe man das interessierende Gen an das 
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10.7 Sekretion durch beide Membranen 


An der Proteinsekretion bei E. coli ist ein allgemeines Sekretionssystem beteiligt, das eine Signalsequenz erkennt und 
diese bestimmten Proteine exportiert. Dabei wird das Protein nur in den periplasmatischen Raum transportiert. Typ-I- 
Sekretionssysteme transportieren das Protein vom Cytoplasma durch den periplasmatischen Raum aus der Zelle hinaus. 
Typ-Il-Sekretionssysteme nehmen Proteine bereits im periplasmatischen Raum auf und transportieren sie durch die 


äußere Membran. 


Gen für ein geeignetes Carrier-Protein koppeln kann. 
Dieses wird so ausgewählt, dass es sich um ein expor- 
tiertes Protein handelt, das leicht zu reinigen ist. Zu- 
sätzlich sollte es eine Ribosomenbindungsstelle in der 
Nähe der Consensussequenz aufweisen und effizient 
translatiert werden. Eines der besten Beispiele ist das 
MalE-Protein von E. coli. Dieses Protein wird im 
Normalfall in den periplasmatischen Raum expor- 
tiert und transportiert dort Maltose von der äußeren 
zur inneren Membran. Durch Bindung an ein Amy- 
loseharz kann man das MalE-Protein reinigen. 

Das interessierende Gen wird stromabwärts „in 
frame“ mit der für MalE codierenden Sequenz klo- 
niert. Zwischen den codierenden Sequenzen befindet 
sich eine Proteasespaltungsstelle. Diese ermöglicht 
eine Spaltung der fusionierten Proteine nach der 
Synthese und Reinigung. Nach der Proteinexpression 
werden sämtliche Proteine aus dem periplasmati- 
schen Raum aufgesammelt. Anschließend lässt man 


sie durch eine Amylosesäule laufen, um das MalE- 
Fusionsprotein zu binden. Durch Zusatz der Protease 
wird das interessierende Protein von MalE und somit 
von der Säule abgelöst. Schließlich wird die Protease 
mittels einer anderen Säule, die spezifisch Protease 
bindet, aus der Proteinprobe entfernt. 

Bislang wurde schon eine ganze Reihe von Fusi- 
onsproteinsystemen verwendet. Die Verwendung von 
Peptid-Tags wie His6, FLAG oder GST zur besseren 
Reinigung von Proteinen wurde bereits angespro- 
chen (s. Kap.9). Hier interessieren uns ausgefeiltere 
Proteinfusionen, die eine Sekretion des Fusionspro- 
teins ermöglichen. Ein weiteres effektives Fusions-/ 
Sekretionssystem verwendet das Periplasmaenzym 
P-Lactamase. Die B-Lactamase-Domäne bindet an Bo- 
rat. Dies ermöglicht eine Bindung des Fusionsproteins 
(und des ß-Lactamase-Fragments nach der Spaltung) 
durch Phenylboronat-Harze und die Elution des Fusi- 
onsproteins aus dem Harz mit löslichen Boraten. 
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Ausgefeilte Fusionsproteinvektoren bieten starke, 
regulierte Promotoren, optimale Ribosomenbin- 
dungsstellen sowie ein Fusionsgen für ein sezer- 
niertes Protein. Um den Export des rekombinanten 
Proteins zu ermöglichen, wird es mit dem sezer- 
nierten Protein fusioniert. An der Verbindungsstelle 
befindet sich eine Proteaseschnittstelle; so kann 
das rekombinante Protein bei der Reinigung vom 
Fusionsprotein abgespalten werden. 


Expression von Proteinen 
in eukaryotischen Zellen 


Zahlreiche eukaryotische Proteine konnten bereits 
erfolgreich in Bakterienzellen exprimiert werden. Es 
gibt jedoch Fälle, in denen es am besten ist, sie in eu- 
karyotischen Zellen zu exprimieren. Das gilt insbe- 
sondere für solche Proteine, die nach der Translation 
noch modifiziert werden müssen. 

Nach der Fertigstellung der Polypeptidkette kann 
es bei Eukaryoten noch zu einer Reihe von Modifika- 
tionen kommen (Abb. 10.8). Dazu gehören: 

1. chemische Modifikationen, durch die sich in der 
Polypeptidkette neue Aminosäuren bilden; 

2. die Bildung von Disulfidbindungen zwischen 
passenden Cysteinpartnern (z.B. beim Zusam- 
menbau von Insulin, Kap. 19); 

3. Glykosylierung, also die Bindung von Zuckern an 
bestimmte Stellen des Proteins; viele Zelloberflä- 
chenproteine sind glykosyliert und werden nicht 
richtig in die Membran eingebaut oder funktio- 
nieren nicht richtig, wenn die Glykosylkompo- 
nente fehlt; 

4. Addition verschiedener zusätzlicher Gruppen wie 
Fettsäureketten, Acetylgruppen, Phosphatgrup- 
pen, Sulfatgruppen; 

5. Spaltung von Proteinvorstufen; dies kann in meh- 
reren Stufen erfolgen, wie Insulin veranschaulicht 
(s. Kap. 19); eine solche Spaltung kann für die 
Sekretion, die korrekte Faltung und/oder die Ak- 
tivierung von Proteinen erforderlich sein. 


Für die Modifikation und Prozessierung eukaryoti- 
scher Proteine sind Enzyme erforderlich, die in Bak- 
terienzellen normalerweise fehlen; deshalb müssen 
diese Proteine in Eukaryotenzellen exprimiert werden. 
Meistens finden sich verwandte Verarbeitungsenzyme 
bei höheren Organismen. Aus diesem Grund muss 


die Expression eines Proteins nur selten in seinem 
Originalorganismus erfolgen. Hier geht es speziell um 
die Produktion von Proteinen in Zellkulturen. Wie 
später in den Kapiteln 14 und 15 diskutiert, kann man 
mittlerweile transgene Tiere oder Pflanzen erzeugen, 
die in der Lage sind, rekombinante Proteine zu syn- 
thetisieren. Als weiterer Vorteil der Expression euka- 
ryotischer Proteine in eukaryotischen Zellen kommt 
hinzu, dass sich dadurch eine Kontaminierung mit 
bakteriellen Komponenten vermeiden lässt. Bei der 
Verwendung von Bakterien für die Proteinproduktion 
können trotz Reinigung Spuren bakterieller Bestand- 
teile zurückbleiben, die toxisch wirken, Immunreakti- 
onen auslösen oder Fieber hervorrufen. 

Wie in Kapitel 3 ausgeführt, können Gene mit- 
hilfe von Shuttle-Vektoren zwischen verschiedenen 
Organismengruppen transferiert werden. Weil solche 
gentechnischen Eingriffe bei Eukaryoten schwieri- 
ger sind, handelt es sich bei den meisten Expres- 
sionsvektoren für eukaryotische Zellen tatsächlich 
um Shuttle-Vektoren. Solche Vektoren ermöglichen 
gentechnische Eingriffe in Bakterien, gewöhnlich E. 
coli, sowie den Transfer zur Genexpression in andere 
Organismen. Die Expression rekombinanter Proteine 
soll anhand von Hefe-, Insekten- und Säugetierzellen 
veranschaulicht werden. 


Viele Proteine erfordern spezielle Modifikationen, 
die nur in eukaryotischen Zellen durchführbar sind. 


Expression von Proteinen 
in Hefezellen 


Wie bereits erwähnt, wird die Back- oder Bierhefe 
(Saccharomyces cerevisiae) in der Molekularbiologie 
als einzelliger Modellorganismus verwendet (Kap. 1). 

Das Hefegenom ist sequenziert, und viele Gene wur- 

den charakterisiert. Aus Sicht der Biotechnologie 

sprechen noch einige weitere Faktoren für die Ver- 
wendung von Hefezellen zur Produktion rekombi- 
nanter Proteine. 

1. Hefe ist sowohl in kleinem Maßstab als auch in 
großen Bioreaktoren leicht zu züchten. 

2. Nach jahrelanger Verwendung zum Brauen und 
Backen ist Hefe als ungefährlicher Organismus 
anerkannt. Daher kann man sie ohne spezielle 
Zustimmung zur Produktion von Arzneimitteln 
für die menschliche Verwendung einsetzen. 
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10.8 Modifikationen von Proteinen bei Eukaryoten 

a Neue Aminosäuren können während der Translation (cotranslational) eingebaut werden (z.B. Pyrrolysin, Selenocystein) 
oder nach der Translation (posttranslational) durch Modifikation anderer Aminosäuren entstehen (z.B. Diphthamid aus 
Histidin). b Disulfidbrücken verbinden zwei Cysteinmoleküle über ihre Seitenketten. c Bei der Glykosylierung werden an 
der Oberfläche des Proteins Zuckerreste gebunden. d Bei einer Myristoylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung wer- 
den jeweils unterschiedliche Gruppen an die Aminosäuren eines Proteins angehängt. Durch die Bindung dieser Gruppen 
ändert sich die Funktion eines Proteins. Bei der Myristoylierung wird das Protein über Fettsäureketten an die Zellmemb- 
ran gebunden. Acetylierung und Phosphorylierung sorgen oft für eine Aktivierung oder Deaktivierung von Proteinen. 
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3. Hefe sezerniert normalerweise nur wenige Prote- 
ine. Wenn sie durch gentechnische Veränderung 
nun ein rekombinantes Protein in das Kulturme- 
dium sezerniert, lässt sich dieses relativ problem- 
los reinigen. 

4. DNA kann nach chemischem oder enzymati- 
schem Abbau der Zellwand oder häufiger durch 
Elektroporation (s. Kap. 3) in Hefezellen transfor- 
miert werden. 

5. Als Startpunkt zur Entwicklung von Klonie- 
rungsplasmiden ist ein natürlich vorkommen- 
des Plasmid verfügbar, der sogenannte 2-micron 
circle. 


Exkurs 10.1 


6. Man hat eine Reihe von Hefepromotoren identifi- 
ziert, die als Antrieb für die Expression klonierter 
Gene geeignet sind. 

7. Obwohl es sich bei Hefe um einen primitiven 
einzelligen Organismus handelt, erfolgen bei ihr 
dennoch zahlreiche der posttranslationalen Mo- 
difikationen, die für eukaryotische Zellen typisch 
sind, etwa die Bindung von Zuckerresten (Glyko- 
sylierung). Allerdings glykosyliert Hefe nur sezer- 
nierte Proteine. 


Rekombinante Proteine können so konstruiert wer- 
den, dass eine Sekretion durch Hefezellen erfolgt 


Selektion von Säugerzelllinien, die große Mengen 
rekombinanter Proteine produzieren 


Das größte Problem bei der Expression rekombinanter 
Proteine in Kulturen von Säugetierzellen besteht darin, 
eine Zelle zu finden, in der das rekombinante Protein in 
großen Mengen exprimiert wird. Aus dieser einzelnen Zelle 
muss man dann eine große Zellkultur züchten, sodass das 
rekombinante Protein in der gesamten Kultur identisch ist. 
Wird die Zellkultur aus mehr als einer Säugetierzelle her- 
gestellt, kann es vorkommen, dass die Zellen geringfügig 
abweichende Formen des rekombinanten Proteins synthe- 
tisieren. Zur Isolierung einer solchen einzelnen Säugetier- 
zelle werden viele verschiedene Techniken angewendet. 
Klonierung durch Grenzwertverdünnung (engl. limiting 
dilution cloning): Nach der Transfektion mit dem Vektor 
für das rekombinante Protein kommen die Zellen in Lö- 
sung. Diese Lösung wird dann in einer Verdünnungsreihe 
ausplattiert, in einer Dichte von weniger als eine Zelle 
pro Vertiefung (well). Nach Wachstum der Zellen werden 
geringe Proben des Mediums auf die jeweilige Menge an 
rekombinantem Protein analysiert (in der Regel mittels 
ELISA; s. Kap. 6). Zellen mit hoher Produktion werden iso- 
liert und für die Produktion in großen Kulturen gezüchtet. 
Durchflusscytometrie (engl. flow cytrometry) und 
Zellsortierung: Zunächst erfolgt eine Transfektion mit dem 
Vektor für das rekombinante Protein und einem Repor- 
tergen (z.B. ein Membranprotein, grün fluoreszierendes 
Protein oder Dihydrofolat-Reduktase). Die transfizierten 
Zellen werden dann anhand der Expression des Reporter- 
gens mittels Durchflusscytometrie oder FACS (s. Kap. 6) 
sortiert. In den meisten Fällen korreliert die Menge des 
Reportergens mit der Menge an rekombinantem Protein. 
Da hierbei nur die Menge des Reportergens festgestellt 
wird und nicht die des rekombinanten Proteins, handelt 
es sich um eine indirekte Methode. 
Gelmikrotropfen-Technologie (engl. gel microdrop 
technology): Nach der Transfektion der Zellen mit dem 


Vektor für das rekombinante Protein kommen die Zellen 
in biotinylierte Agarose, also Agarosepolymere, bei denen 
an bestimmten Stellen der Kette Biotinmoleküle gebun- 
den sind. Diese Biotinseitenketten dienen als Fänger 
für das sezernierte rekombinante Protein mithilfe von 
Avidin und einem biotinylierten Fänger-Antikörper. Die 
Menge des rekombinanten Proteins kann man mit einem 
fluoreszenzmarkierten Antikörper feststellen. Mit dieser 
Methode wird tatsächlich die Menge an rekombinantem 
Protein bestimmt und nicht die eines coexprimierten Re- 
portergens. Durch die Immobilisierung der Zelle in einem 
Gel lässt sich diese auch leicht isolieren und zu großen 
Kulturen züchten. 

Automatisierte Zellselektion: Zur Identifizierung einer 
einzelnen Säugetierzelle, die große Mengen eines rekom- 
binanten Proteins produziert, wurden mehrere automa- 
tisierte Systeme entwickelt. Mit diesen kann man eine 
große Zahl transfizierter Zellen sehr effizient analysie- 
ren. Bei der lasergestützten LEAP-Methode (engl. /aser- 
enabled analysis and processing) werden sämtliche der 
ursprünglich transfizierten Zellen abgetragen, die nur ge- 
ringe Mengen Protein produzieren. Diese Zellen werden 
zunächst in einer Matrix immobilisiert. Anschließend gibt 
man einen fluoreszenzmarkierten Antikörper gegen das 
rekombinante Protein hinzu. Die am hellsten leuchtende 
Zelle wird markiert, die übrigen werden mittels Laser 
abgetötet. Ähnlich funktioniert eine weitere Methode 
mittels sogenannter „automatisierter Koloniepicker“ 
(engl. automated colony pickers). Auch hier werden die 
transfizierten Zellen immobilisiert und mit einem fluores- 
zierenden Antikörper gegen das rekombinante Protein 
markiert. Die am hellsten leuchtenden Zellen werden se- 
lektiert, die übrigen aber nicht abgetötet, sondern die hell 
leuchtenden mit einem automatisierten Pipettensystem 
auf eine neue Platte überführt. 
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(Abb. 10.9). Die Addition eines Signalpeptids strom- 
aufwärts von der codierenden Region markiert das 
Protein zur Sekretion. Die verwendete Signalsequenz 
stammt von dem Gen für den Paarungsfaktor a, ei- 
nem normalerweise sezernierten Protein (s. Kap. 1). 
Die Signalpeptidase der Hefe erkennt die Sequenz 
Lys-Arg und spaltet das Signalpeptid ab, nachdem 
das Protein die Zellmembran passiert hat. Daher 
müssen die beiden Codons für Lys-Arg unmittel- 
bar stromaufwärts der für das rekombinante Pro- 
tein codierenden Sequenz positioniert werden, um 
zu gewährleisten, dass das gentechnisch hergestellte 
Protein eine korrekte N-terminale Sequenz aufweist. 
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10.9 Entwicklung von Proteinen zur Sekretion durch 
Hefezellen 

Damit Hefezellen ein interessierendes Protein sezernieren, 
wird direkt strangaufwärts der codierenden Region ein 
kleines Signalpeptid angehängt. Die Signalsequenz endet 
mit der Abfolge Lys-Arg, die von dem Enzym Signalpep- 
tidase erkannt wird. Die Abspaltung erfolgt während der 
Sekretion hinter dem Arg-Rest. 


Für Hefe können verschiedene Vektoren ver- 
wendet werden. Diese kann man in drei Klassen 
einteilen: 

1. Plasmidvektoren werden am häufigsten verwen- 
det. Dabei handelt es sich in der Regel um Shut- 
tle-Vektoren, die sich sowohl in E. coli als auch in 
Hefe replizieren können. Das Replikationssystem 
der Hefe stammt gewöhnlich von dem 2-micron 
circle (s. Kap. 1). 

2. Vektoren, die in die Hefechromosomen einge- 
baut werden. Weil Plasmide leicht verloren gehen 
können, vor allem in besonders großen Kulturen, 
hat diese Methode den Vorteil, stabil zu sein. 
Nachteilig ist, dass nur eine einzige Kopie des 
klonierten Gens vorhanden ist, sofern man nicht 
Tandem-repeats verwendet. Diese sind jedoch 
aufgrund von Crossing-over instabil. In der Pra- 
xis findet diese Methode nur selten Verwendung. 

3. Künstliche Hefechromosomen (engl. yeast artifi- 
cial chromosomes, YAG; s. Kap. 3). Diese werden 
zur Klonierung und Analyse großer Abschnitte 
eukaryotischer Genome verwendet. Sie eignen 
sich jedoch nicht gut als Expressionsvektoren. 


Mittlerweile werden mithilfe von Saccharomyces cere- 

visiae verschiedene Proteine zur menschlichen Ver- 

wendung produziert, beispielsweise Insulin, Faktor 

VIIa (zur Blutgerinnung), mehrere Wachstumsfak- 

toren und Virusproteine (vom humanen Immun- 

defizienzvirus, Hepatitis B, Hepatitis C etc.). Diese 
dienen zur Diagnostik oder als Impfstoffe. 

Obwohl bereits viele rekombinante Proteine er- 
folgreich in Hefezellen exprimiert wurden, erhält 
man meist nur geringe Erträge. Das liegt unter ande- 
rem an folgenden Problemen: 

1. Verlust von Expressionsvektoren während des 
Wachstums in großen Bioreaktoren. 

2. Vermeintlich sezernierte Proteine werden häufig 
gar nicht ins Kulturmedium abgegeben, sondern 
bleiben im Raum zwischen Membran und Zell- 
wand hängen. 

3. Häufig kommt es zu einer exzessiven Glykosylie- 
rung, sodass an das entstandene Protein zu viele 
Zuckerreste gebunden sind und es nicht richtig 
funktionsfähig ist. 


Hefen bieten viele Vorteile für die Produktion re- 

kombinanter Proteine. Sie sind echte Eukaryoten, 
haben Plasmidvektoren und sind schnell und pro- 
blemlos zu züchten; nicht zuletzt sind ihre Eigen- 

schaften eingehend bekannt. 
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Expression von Proteinen 
in Insektenzellen 


Säugetierzellen sind relativ heikel und haben einen 
komplexen Nährstoffbedarf. Daher sind sie im Ver- 
gleich zu Bakterien- und Hefezellen nur recht schwer 
und kostspielig zu kultivieren. Insektenzellen erwei- 
sen sich in der Kultur jedoch als relativ robust und 
lassen sich in einfacheren Medien züchten als Säu- 
getierzellen. Folglich hat man Expressionssysteme 
entwickelt, die auf den Zellen von Insekten beruhen. 
Diese bieten zudem den Vorteil, dass sie sehr ähn- 
liche posttranslationale Modifikationen bieten, wie 
man sie in Säugerzellen findet. 

Die bei kultivierten Insektenzellen verwendeten 
Vektoren stammen fast alle von einer bestimmten 
Virenfamilie, den Baculoviren, die ausschließlich 
Insekten (und verwandte Wirbellose wie Spinnen- 
und Krebstiere) befallen. Baculoviren sind insofern 
ungewöhnlich, als dass sie Pakete aus Viruspartikeln 
bilden, die man als Okklusionskörper oder Polyeder 
bezeichnet. Einige infizierte Zellen setzen einzelne 
Viruspartikel frei, die benachbarte Zellen desselben 
Insekts infizieren können. Stirbt das infizierte In- 
sekt oder ist bereits tot, werden stattdessen ganze 
Pakete von Viruspartikeln freigesetzt, die in eine 
Proteinmatrix eingebettet sind. Das Matrixprotein 
heißt Polyhedrin. Die polyedrische Struktur schützt 
die Viruspartikel außerhalb ihres Wirtsorganismus. 
Nach Aufnahme durch ein anderes Insekt wird das 
Polyhedrin durch Verdauung abgebaut, und der Po- 
lyeder fällt auseinander. Dadurch werden die einzel- 
nen Viruspartikel freigesetzt und können die Zellen 
des neuen Wirtsinsekts befallen. 

Das Gen für Polyhedrin zeichnet sich durch ei- 
nen extrem starken Promotor aus. In einem späten 
Stadium der Infektion werden riesigen Mengen des 
Proteins Polyhedrin gebildet. Weil Polyhedrin für die 
Virusinfektion kultivierter Insektenzellen eigentlich 
nicht erforderlich ist, kann der Polyhedrinpromotor 
zur Expression rekombinanter Proteine verwendet 
werden. Die für Polyhedrin codierende Sequenz wird 
entfernt und durch eine cDNA ersetzt, die für das zu 
exprimierende Protein codiert. 

Es gibt viele verschiedene Formen von Baculo- 
viren. Am häufigsten verwendet wird das Kernpo- 
lyedervirus MNPV (engl. multiple nuclear polyhe- 
drosis virus). Dieses Virus infiziert viele Insekten 
und repliziert sich gut in zahlreichen kultivierten 
Insektenzelllinien. Sehr haufig wird zur Vermehrung 
dieses Baculovirus eine Zelllinie des Eulenfalters Spo- 
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10.10 Ein Baculovirus als Expressionsvektor 

Um in Insektenzellen ein Gen zu exprimieren, muss dieses 
zuvor in das Genom eines Baculovirus eingebaut werden. 
Dazu kloniert man das interessierende Gen zunächst in ei- 
nen Transfervektor, der den Promotor für das Polyhedrin- 
gen des Baculovirus enthält, gefolgt von einer multiplen 
Klonierungsstelle und dem Polyhedrinterminator. All dies 
erfolgt in E. coli. Anschließend wird das Konstrukt zusam- 
men mit dem normalen Baculovirus-Genom in Insekten- 
zellen transfektiert. Durch ein doppeltes Crossing-over 
zwischen dem Polyhedrinpromotor und -terminator wird 
das Polyhedringen durch das interessierende Gen ersetzt. 


doptera frugiperda benutzt. In dieser Zelllinie sind 
die Erträge an Polyhedrin - und damit auch des re- 
kombinanten Proteins, das den Polyhedrin-Promotor 
verwendet - besonders hoch. 

Da ein Virus als Expressionsvektor dient, erfolgt 
die Konstruktion in zwei Stufen (Abb. 10.10). In der 
ersten Stufe wird mithilfe eines „Transfervektors“ die 
cDNA-Version des klonierten Gens übertragen. Als 
Transfervektor dient ein Plasmid von E. coli, das 
einen Abschnitt MNPV-DNA trägt; dieser enthielt 
ursprünglich das Polyhedringen und flankierende 
Sequenzen. Die für Polyhedrin codierende Sequenz 
wurde durch eine multiple Klonierungsstelle ersetzt. 
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10.11 Bacmid-Shuttle-Vektor 

Bacmide bestehen überwiegend aus einem Baculovirus- 
Genom mit einem zusätzlichen bakteriellen Replikations- 
ursprung, einer multiplen Klonierungsstelle und einem 
Antibiotikaresistenzgen. Diese Sequenzen ermöglichen es 
dem Bacmid, in £. coli zu überleben und dennoch Insek- 
tenzellen zu infizieren. 


Nach dem Einbau steht das klonierte Gen unter der 
Kontrolle des Polyhedrinpromotors. Bis zu diesem 
Punkt erfolgt die Konstruktion in E. coli. In der 
zweiten Stufe wird der Abschnitt mit dem klonierten 
Gen auf das Baculovirus rekombiniert und ersetzt 
das Polyhedringen. Dazu werden die Insektenzellen 
sowohl mit dem Transfervektor als auch mit der 
MNPV-Virus-DNA transfiziert. Durch ein doppeltes 
Crossing-over entsteht das erforderliche rekombi- 
nante Baculovirus. 

Weil dieses Vorgehen bisweilen unerwünschte Er- 
gebnisse liefert, hat man noch weitere Insektenvektoren 
konstruiert. Eine Möglichkeit ist ein Shuttle-Vektor, 
der sich als Plasmid in E. coli repliziert und als Virus in 
Insektenzellen. Solche Baculovirus-Plasmid-Hybride 
bezeichnet man als Bacmide (Abb. 10.11). Sie beste- 
hen fast aus dem kompletten Baculovirus-Genom, in 
das ein DNA-Abschnitt aus einem E. coli-Plasmid ein- 
gebaut ist. Dieser Bereich umfasst einen bakteriellen 
Replikationsursprung, einen Selektionsmarker und 
eine multiple Klonierungsstelle (MCS). Der eingebaute 
Abschnitt ersetzt das Polyhedringen des Baculovirus. 
Das klonierte Gen ist in die MCS eingebaut und ergibt 
ein rekombinantes Bacmid. Die Bacmid-DNA wird 
dann aus E. coli gereinigt und in Insektenzellen transfi- 
ziert; dort repliziert sie sich als Virus. 

Mit dem rekombinanten Baculovirus können 
dann kultivierte Insektenzellen infiziert werden; in- 
nerhalb mehrerer Tage wird das gewünschte Protein 
synthetisiert. Mithilfe des Baculovirus/Insektenzell- 
Systems wurden schon mehrere Hundert eukaryoti- 


sche Proteine erfolgreich synthetisiert. Die überwie- 
gende Mehrzahl davon war korrekt prozessiert und 
modifiziert. 


Insektenzellen lassen sich leicht für die Herstellung 
rekombinanter Proteine züchten. Die Zellen werden 
dann mit einem Virusgenom infiziert, welches das 
Gen für das rekombinante Protein enthält. Die infi- 
zierten Insektenzellen produzieren keine Virusparti- 
kel, sondern rekombinantes Protein. 


Proteinglykosylierung 


Viele Proteine höherer Organismen sind glykosyliert, 
das heißt, nach der Translation werden ihnen kurze 
Ketten von Zuckerderivaten angehängt. Für zahl- 
reiche Proteine ist eine Glykosylierung erforderlich, 
damit sie ihre biologische Funktion richtig erfüllen 
können. 

Die Expression von Proteinen in Insektenzellen 
hat unter anderem den Vorteil, dass es hier einen 
Prozess zur Glykosylierung gibt. Bis zur Addition von 
Mannose ist der Weg der posttranslationalen Glyko- 
sylierung von Asparaginresten bei Säugetieren und 
Insekten gleich (Abb. 10.12). Danach gabeln sich die 
Wege allerdings. Dennoch ist eine partielle Glykosy- 
lierung besser als gar keine. Zudem sind inzwischen 
gentechnisch veränderte Insektenzelllinien erhältlich, 
in denen der vollständige Glykosylierungsweg von 
Säugetieren exprimiert wird. 


In Insektenzellen werden rekombinante Proteine 
glykosyliert. 


Expression von Proteinen 
in Säugetierzellen 


Manche klonierten Gene von Tieren müssen in kulti- 
vierten Säugetierzellen exprimiert werden. Dafür gibt 
es Säugetier-Shuttle-Vektoren, die eine Übertragung 
eines klonierten Gens von Bakterien auf Säugerzellen 
ermöglichen (Abb. 10.13). Wie gewöhnlich enthal- 
ten solche Vektoren einen bakteriellen Replikations- 
ursprung und ein Antibiotikaresistenzgen, das eine 
Selektion in Bakterien ermöglicht. Diese Vektoren 
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10.12 Wege zur Glykosylierung von Proteinen 


Symbolschlüssel 
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Mehrere Schritte bei der posttranslationalen Glykosylierung von Asparaginresten in Proteinen sind bei Säugetieren und 
Insekten identisch. Die letzten Modifikationen weichen jedoch wie abgebildet voneinander ab. Bei Säugetieren werden 
vor allem an die Enden der Glykosylketten Sialinsäurereste angehängt, was bei Insekten nicht der Fall ist. 


müssen zudem einen Replikationsursprung besitzen, 
der in Säugetierzellen funktioniert. Dieser stammt in 
der Regel aus einem Virus, das tierische Zellen infi- 
ziert, etwa SV40 (Simian Virus 40). Häufig werden 
virale Promotoren verwendet, weil diese sehr stark 
sind und reichliche Mengen Protein produzieren. Al- 
ternativ können Promotoren aus Säugetierzellen Ver- 
wendung finden, die in großen Mengen exprimiert 
werden (z.B. die Gene für Metallothionein, Somato- 
tropin oder Aktin). Die multiplen Klonierungsstellen 
liegen strangabwärts des starken Promotors. Da tieri- 
sche Gene normalerweise als CDNA kloniert werden, 
muss der Vektor auch ein Polyadenylierungssignal 
(also ein Schwanzsignal) am 3’-Ende des eingebauten 
Gens liefern. 


Bei Tierzellen kénnen mehrere Selektionsmar- 
ker verwendet werden. Nur sehr wenige Antibiotika 
wirken tödlich auf tierische Zellen. Das Antibioti- 
kum Genectin, auch unter der Bezeichnung G-418 
bekannt, tötet jedoch tierische Zellen ab, indem es 
die Proteinsynthese blockiert. G-418 ist verwandt 
mit Antibiotika wie Neomycin und Kanamycin, die 
gegen Bakterien eingesetzt werden. Das npt-(NeoR-) 
Gen, das für Neomycin-Phosphotransferase codiert, 
hängt an Neomycin, Kanamycin und G-418 eine 
Phosphatgruppe an, die diese Antibiotika inaktiviert. 
Folglich kann man mithilfe von npt tierische Zellen 
unter Verwendung von G-418 selektieren und Bak- 
terienzellen unter Verwendung von Neomycin oder 
Kanamycin. 
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10.13 Säugetier-Shuttle-Vektor 
Säugetier-Shuttle-Vektoren enthalten einen Replikati- 
onsursprung und ein Antibiotikaresistenzgen für das 
Wachstum in Bakterien. Der Vektor enthält eine multiple 
Klonierungsstelle zwischen einem starken Promotor und 
einem Polyadenylierungssignal und zudem einen eukary- 
otischen Replikationsursprung sowie ein eukaryotisches 
Selektionsgen wie npt. 


Da es für Säugetierzellen keine Antibiotika gibt, 
werden zur Selektion bisweilen mutierte Eukaryoten- 
zellen verwendet, denen ein bestimmtes Enzym fehlt. 
Das Plasmid trägt dann eine funktionelle Kopie des 
fehlenden Gens. Diese recht unpraktische Methode 
wurde sowohl bei Hefezellen als auch bei tierischen 
Zellen eingesetzt. Bei Hefe wurden Gene für die 
Aminosäurebiosynthese verwendet (s. Kap. 1). In tie- 
rischen Zellen findet manchmal das DHFR-Gen Ver- 
wendung, das für Dihydrofolat-Reduktase codiert. 
Dieses Enzym ist für die Synthese des essenziellen 
Cofaktors Folsäure erforderlich und wird von Me- 
thotrexat inhibiert. Man verwendet Säugetierzellen, 
denen das DHFR-Gen fehlt; über den Shuttle-Vektor 
wird eine funktionelle Kopie des Gens zur Verfügung 
gestellt. Die Behandlung mit Methotrexat hemmt 
DHER und selektiert somit auf eine hohe Expression 
des DHFR-Gens auf dem Vektor. Die Methotrexat- 
menge kann nach und nach erhöht werden, die Folge 
ist eine Selektion auf einen Anstieg der Kopienzahl 
des Vektors. (Die chromosomalen DHFR-Gene müs- 
sen fehlen, um eine Selektion auf chromosomale Du- 
plikationen statt auf den Vektor zu vermeiden.) 


Als Alternative kann man auch ein Stoffwech- 
selgen als dominanten Selektionsmarker verwenden. 
Das Enzym Glutamin-Synthetase schützt Zellen vor 
dem toxischen Analogon Methioninsulfoximin. Der 
Umfang der Resistenz hängt von der Kopienzahl 
des Glutamin-Synthetase-Gens ab. Deshalb können 
Plasmide mit hoher Kopienzahl, die das Gen für Glu- 
tamin-Synthetase tragen, selbst in Zellen mit funk- 
tionsfähigen chromosomalen Kopien dieser Gene 
selektiert werden. 


Säugetier-Shuttle-Vektoren besitzen Eigenschaften 
für die Produktion rekombinanter Proteine in Kultu- 
ren von Säugetierzellen. 

Weil Antibiotika sich nicht auf Säugetierzellen 
auswirken, muss das Verbleiben des Shuttle- 
Vektors in der Zelle mit einer anderen Methode 
sichergestellt werden. Einige Vektoren besitzen das 
DHFR-Gen, das erforderlich ist, um Säugetierzellen 
vor Methotrexat zu schützen. Andere Vektoren ver- 
wenden das Gen für Glutamin-Synthetase, das die 
Zelle vor Methioninsulfoximin schützt. 


Expression mehrerer Unter- 
einheiten in Säugetierzellen 


Weiter verkompliziert wird die Expression rekombi- 
nanter Proteine dadurch, dass viele Säugetierproteine 
aus mehreren Untereinheiten bestehen, die erst in 
einer Säugetierzelle zusammengebaut werden müs- 
sen. Wenn man die einzelnen Untereinheiten in se- 
paraten Kulturen herstellt und sie später vermischt, 
erhält man kein aktives Protein. In diesem Fall kann 
es notwendig sein, in derselben Zelle mehr als ein 
Polypeptid zu synthetisieren (Abb. 10.14). Dafür gibt 
es drei Möglichkeiten: 

1. Man verwendet zwei separate Vektoren, von de- 
nen jeder das Gen für eine der Untereinheiten 
trägt. 

2. Man verwendet einen einzigen Vektor, der zwei 
separate Gene für die beiden Untereinheiten ent- 
hält; jedes davon wird von einem eigenen Promo- 
tor reguliert. 

3. Man verwendet einen einzelnen Vektor mit einem 
künstlichen „Operon“; in diesem Vektor werden 
die beiden Gene durch denselben Promotor ex- 
primiert. Durch Transkription erhält man eine 
einzelne polycistronische mRNA, die beide Gene 
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10.14 Expression mehrerer Polypeptide in derselben 
Zelle 

Manche Proteine bestehen aus zwei Untereinheiten, die 
nur innerhalb einer Säugetierzelle richtig zusammenge- 
baut werden. Diese kann man in einem Shuttle-Vektor 

mit zwei verschiedenen Promotoren (blau), zwei multiplen 
Klonierungsstellen und zwei Polyadenylierungsstellen (vio- 
lett) exprimieren. Nach Transfektion in eine Säugetierzelle 
werden beide Proteine exprimiert. Zum Zusammenbau der 
beiden Proteinuntereinheiten sind bestimmte Zellkompo- 
nenten erforderlich. Alternativ kann der Vektor die beiden 
Gene auch getrennt durch ein IRES-Element (für engl. in- 
ternal ribosome entry site) exprimieren; dies ermöglicht es 
den Ribosomen, strangaufwärts beider Gene an die mRNA 
zu binden. Wie zuvor werden die beiden Proteine syntheti- 
siert und zusammengebaut. 


trägt. Wie in Kapitel 2 diskutiert, translatieren 
eukaryotische Zellen normalerweise nur das erste 
offene Leseraster einer mRNA. Bestimmte Tiervi- 
ren besitzen jedoch als IRES-Elemente (für engl. 
internal ribosomal entry sites) bezeichnete Se- 
quenzen, die eine Translation mehrerer codieren- 
der Sequenzen mit derselben Botschaft ermögli- 
chen. Man beachte, dass die mRNA zweimal von 
zwei verschiedenen Ribosomen abgelesen wird, 
die an zwei unterschiedlichen Stellen binden (am 
normalen 5’-Ende und am IRES-Element). Das 
ist ein Unterschied zur Translation polycistro- 
nischer mRNA bei Bakterien, wo ein einzelnes 
Ribosom an der mRNA entlang wandert und alle 
offenen Leseraster des Operons translatiert. 


Besteht das rekombinante Protein aus mehreren 
Untereinheiten, muss jede Untereinheit getrennt 
synthetisiert werden. Manchmal wird jede Unter- 
einheit von unterschiedlichen Vektoren exprimiert, 
manchmal enthält ein Vektor separate Gene für 
jede der Untereinheiten; bei wieder anderen Vek- 
toren werden die Untereinheiten als Operon expri- 
miert. 


Vergleich von 
Expressionssystemen 


Betrachtet man die Kosten, die Geschwindigkeit und 
die Fähigkeit zur Glykosylierung und Faltung von 
Proteinen oder auch die gesetzlichen Regelungen, 
so hat jedes Expressionssystem seine eigenen Stär- 
ken und Schwächen. Bakterienzellen bieten die bei 
weitem preisgünstigste und schnellste Methode zur 
Expression rekombinanter Proteine, aber sie glykosy- 
lieren Proteine nicht und falten die Proteine von Säu- 
getieren auch nicht richtig. In kultivierten Säugetier- 
zellen werden die Proteine glykosyliert und richtig 
gefaltet, die Kultur verursacht aber hohe Kosten. Die 
Entscheidung, welches System man zur Expression 
rekombinanter Proteine verwendet, hängt somit von 
dem jeweiligen Protein und dessen Eigenheiten ab 
(Abb. 10.15). 


Kein Expressionssystem ist perfekt. Daher muss 
man jedes rekombinante Protein danach beurtei- 
len, welches System am besten geeignet ist. 
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10.15 Vergleich von Expressionssystemen für rekombinante Proteine 
Jedes Expressionssystem lässt sich bezüglich Geschwindigkeit, Kosten, Glykosylierung, Faltung und gesetzlicher Bestimmun- 
gen auf einem Kontinuum von „am schlechtesten“ bis „am besten“ einordnen. Mit transgenen Tieren (Symbol Kaninchen) 
und transgenen Pflanzen (Symbol Blätter) befassen sich die Kapitel 14 und 15. Die anderen Symbole stehen für kultivierte 
Säugetierzellen, Insektenzellkulturen, Hefezellen und Bakterien. 
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Einführung 


Schon vor Einzug der Gentechnik wurden zahlrei- 
che Enzyme industriell genutzt. Allerdings machen 
lediglich wenige Dutzend Enzyme über 90 % der 
industriellen Enzymnutzung aus. Einige der bekann- 
testen Beispiele sind in Tabelle 11.1 aufgelistet. Der 
Einsatz dieser Proteine erfolgt unter relativ rauen, 
oxidierenden Bedingungen, wie sie in lebenden Zel- 
len nicht herrschen. Infolgedessen sind gerade diese 
Proteine außergewöhnlich robust und stabil und in 
dieser Hinsicht keineswegs repräsentativ für typi- 
sche Enzyme. Auffallenderweise handelt es sich bei 
den meisten davon um Hydrolasen, die entweder 
Kohlenhydratpolymere oder Proteine abbauen. 

Drei Faktoren haben dazu geführt, dass sich das 
Spektrum industriell genutzter Enzyme deutlich er- 
weitert hat. Erstens wurden durch die moderne Bio- 
logie zahlreiche neue enzymkatalysierte Reaktionen 
ermittelt, die potenziell für die Industrie nutzbar 
sind. Zweitens ist man heute, wie im vorherigen 
Kapitel ausgeführt, in der Lage, mithilfe von Gen- 
klonierung und Expressionssystemen Proteine in 
großen Mengen herzustellen. Drittens kann man die 
Sequenz der Proteine selbst gentechnisch verändern 
und dadurch ihre Eigenschaften verbessern. Man 
spricht in diesem Zusammenhang vom sogenann- 


Tabelle 11.1 Wichtige industriell genutzte Proteine 


ten Protein-Engineering. Das ist das Thema dieses 
Kapitels. 

Methoden zur Manipulation von DNA-Sequen- 
zen und zur Expression der dadurch codierten Prote- 
ine wurden bereits in den vorigen Kapiteln erläutert. 
Daher werden diese Einzelheiten hier ausgespart. Es 
soll vielmehr darum gehen, welche Möglichkeiten es 
gibt, die biologischen Eigenschaften von Proteinen 
zu verändern. In der Praxis hat man beim Protein- 
Engineering bisher weitgehend darauf abgezielt, sta- 
bilere Varianten nützlicher Enzyme zu erzeugen. Das 
Ziel lautet, Proteine so herzustellen, dass sie unter in- 
dustriellen Bedingungen verwendet werden können, 
ohne dabei denaturiert zu werden und ihre Aktivität 
einzubüßen. Man kann Proteine jedoch auch so ma- 
nipulieren, dass sich die Spezifität ihrer Enzymak- 
tivität verändert oder sogar neue Enzymaktivitäten 
erzeugt werden. Irgendwann wird es vielleicht mög- 
lich sein, Proteine nach grundlegenden Prinzipien 
neu zu konstruieren. Dies setzt voraus, aus der Poly- 
peptidsequenz die dreidimensionale Proteinstruktur 
vorhersagen zu können. 


Viele Enzyme werden von der biotechnologischen 
Industrie genutzt, oft unter rauen Bedingungen. Zu- 
nehmend besteht Bedarf an neuen und robusteren 
Enzymen. 


Amylasen 

Lactase 

Invertase 

Cellulase 
Glucose-Isomerase 
Pektinase 


Proteasen (Ficin, Bromelain, Papain) 
Fruchtsäften 


Hydrolyse von Stärke beim Brauen 

Hydrolyse von Lactose bei der Milchverarbeitung 

Hydrolyse von Saccharose 

Hydrolyse von Cellulose aus Pflanzenmaterial 

Umwandlung von Glucose zu Fructose für Sirups mit hohem Fructosegehalt 
Hydrolyse von Pektinen zur Klärung von Fruchtsäften etc. 


Hydrolyse von Proteinen zum Zartmachen von Fleisch und zur Klärung von 


Lab zur Käseherstellung verwendete Protease 


Glucose-Oxidase 
Katalase 


Lipasen 


Antioxidans in Fertignahrungsmitteln 
Antioxidans in Fertignahrungsmitteln 


Lipidhydrolyse bei der Herstellung von Käse und anderen Nahrungsmitteln 
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Erzeugen von 
Disulfidbindungen 


Die Ausbildung von Disulfidbindungen ist ein wich- 
tiger Faktor für die Aufrechterhaltung der dreidi- 
mensionalen Struktur zahlreicher Proteine. Beson- 
ders ausschlaggebend sind Disulfidbindungen oder 
Disulfidbrücken für Proteine außerhalb der Zelle in 
einer oxidierenden Umgebung. In der Praxis sind die 
meisten industriell genutzten Enzyme solchen oxi- 
dierenden Bedingungen ausgesetzt. Deshalb kommt 
Disulfidbindungen eine besondere Relevanz zu. 

Durch das Einführen zusätzlicher Disulfidbindun- 
gen lässt sich die Stabilität von Proteinen relativ prob- 
lemlos erhöhen. Als erster Schritt werden in die Poly- 
peptidkette einfach zwei Cysteinreste eingebaut. Unter 
oxidierenden Bedingungen wird sich dazwischen eine 
Disulfidbindung ausbilden - vorausgesetzt, die Poly- 
peptidkette faltet sich so, dass die beiden Cysteinreste 
in engen Kontakt miteinander kommen. Damit dies 
funktioniert, muss man natürlich die Tertiärstruktur 
des Proteins kennen, sodass die Cysteine an den rich- 
tigen Stellen eingebaut werden können (Abb. 11.1). 
Allgemein lässt sich sagen: Je länger die Schleife aus 
Aminosäuren zwischen den beiden Cysteinen, desto 
größer der Zuwachs an Stabilität. Dabei ist jedoch 
zu beachten, dass die Ausbildung einer Disulfidbin- 
dung zu einer spannungsreichen Konformation füh- 
ren kann, wenn die beiden Cysteinreste nicht passend 
zueinander ausgerichtet sind. Dies wiederum kann die 
Stabilität des Proteins verringern. 

Veranschaulicht wurde diese Methode an dem 
Enzym Lysozym aus dem Bakteriophagen T4. Die 
Struktur dieses Enzyms hat man durch Röntgenkris- 
tallographie ermittelt. Die 164 Aminosäuren lange 
Polypeptidkette faltet sich zu zwei Domänen und 
enthält zwei Cysteinreste, die beim Wildtypprotein 
nicht an der Ausbildung einer Disulfidbindung be- 
teiligt sind. Zunächst wandelte man den Rest Cys54 
durch Mutation in Thr um, um die Ausbildung un- 
geeigneter Disulfide zu vermeiden. Der zweite Rest, 
Cys97, sollte zur Ausbildung einer Disulfidbindung 
verwendet werden. Zunächst führte man ausführli- 
che Analysen zu möglichen Positionen für Disulfid- 
brücken durch. Auf diese Weise schloss man solche 
Disulfidbindungen aus, die andere stabilisierende 
Wechselwirkungen innerhalb des Proteins beein- 
trächtigen könnten. Es blieben drei mögliche Disul- 
fidbindungen, die theoretisch die Stabilität erhöhen 
sollten: zwischen den Positionen 3 und 97, 9 und 164 
sowie 21 und 142 (Abb. 11.2). 


ursprüngliches Polypeptid 
C&A 
Veränderung 
modifiziertes der DNA Cystein 
Polypeptid 


Faltung 


Faltung 


11.1 Ausbildung von Disulfidbindungen 

Um in ein Protein eine Disulfidbindung einzuführen, muss 
man durch ortsspezifische Mutagenese zwei Aminosäure- 
reste in Cysteine verwandeln. Unter oxidierenden Bedin- 
gungen bildet das so manipulierte Protein dann zwischen 
den beiden Cysteinresten eine Disulfidbindung aus, die 
das Protein an dieser Stelle zusammenhält. 


Um dies experimentell zu überprüfen, wandelte 
man fünf Aminosäuren (Ile3, Ile9, Thr21, Thr142 
und Leul64) in verschiedenen Kombinationen in 
Cys-Reste um. Man überprüfte manipulierte Pro- 
teine mit jeweils einer der Disulfidbindungen, aber 
auch solche mit zwei oder drei Disulfidbrücken, auf 
ihre Stabilität und Enzymaktivität (Tabelle 11.2). Die 
Stabilität wurde anhand der Hitzedenaturierung ge- 
messen. Die Schmelztemperatur, Tm, ist jene Tem- 
peratur, bei der 50 % des Proteins denaturiert vorlie- 
gen. Zwar erhöhten alle drei Disulfidbindungen die 
Stabilität des T4-Lysozyms, aber die manipulierten 
Proteine mit der 21-142-Disulfidbindung büßten 
ihre Enzymaktivität ein. Woran das genau lag, ist 
nicht bekannt, vermutlich wirkte sich jedoch eine 
Verzerrung der Struktur auf das aktive Zentrum aus. 
Das manipulierte Protein mit den beiden anderen 
Disulfidbindungen zeichnete sich jedoch durch einen 
enormen Anstieg der Stabilität aus, und auch die 
Enzymaktivität blieb weitgehend erhalten. Insgesamt 
gesehen ist diese Methode ausgesprochen effektiv. 


Durch Einführen zusätzlicher Disulfidbindungen, 
mittels einer Veränderung der codierenden Se- 
quenz für ein Enzym, lässt sich die Stabilität eines 
Proteins oft enorm erhöhen. 
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Tabelle 11.2 Stabilisierung von T4-Lysozym durch Disulfidbindungen 


unverändert - - - 
1 + - - 
2 - ae - 
3 - - 3p 
4 tr + - 
5 - + + 
6 + + + 


11.2 Konstruktion von Disulfidbindungen bei Lyso- 
zym von T4 

Das Lysozym von T4 besteht aus zwei Domänen: Die 
N-terminale Region ist grün und rot dargestellt, die C-ter- 
minale Region blau. Verbunden sind die beiden Domänen 
durch eine a-Helix (violett). An drei Stellen des Lysozyms 
führte man Disulfidbindungen ein, um dessen Stabilität zu 
erhöhen. Die erste Disulfidbindung bildete sich zwischen 
den Positionen 9 und 164. Dadurch wird die erste a-Helix 
am N-Terminus mit dem C-terminalen Schwanz verbun- 
den. Die zweite Disulfidbrücke befindet sich zwischen den 
Positionen 2 und 97 und verbindet die N- und C-terminale 
Domäne. Die dritte Disulfidbindung verknüpft Position 21 
in der N-terminalen Domäne mit 142 in der C-terminalen 
Domäne. In der Abbildung sind a-Helices in Form von 
Röhren, ß-Faltblätter als grüne Pfeile dargestellt. 


41,9 100 
46,7 96 
48,3 106 
52,9 0 
57,6 95 
58,9 0 
65,5 0 


Andere Möglichkeiten, 
die Stabilität zu erhöhen 


Am einfachsten und effektivsten lässt sich die Stabi- 
lität eines Proteins durch zusätzliche Disulfidbindun- 
gen erhöhen. Es gibt jedoch auch noch einige weitere 
Möglichkeiten. Die Auswirkungen der Entropie ha- 
ben zur Folge, dass sich ein Protein umso eher auf- 
falten wird, je größer die Zahl möglicher ungefalteter 
Konformationen ist. Daher lässt sich die Stabilität 
steigern, indem man die Zahl möglicher ungefalteter 
Konformationen verringert. Neben dem Einbau zu- 
sätzlicher Disulfidbindungen, wie zuvor beschrieben, 
bestehen dazu noch einige weitere Möglichkeiten. 
Die Aminosäure Glycin hat bezüglich ihrer Konfor- 
mation mehr Freiheiten als jede andere Aminosäure, 
weil sie als Rest lediglich ein Wasserstoffatom auf- 
weist. Prolin hingegen hat aufgrund seiner starren 
Ringstruktur die wenigste konformationelle Freiheit. 
Daher kann man die Stabilität einer Polypeptidkette 
steigern, indem man Glycin durch eine andere Ami- 
nosäure ersetzt oder die Zahl der Prolinreste erhöht. 
Man sollte jedoch unbedingt vermeiden, durch sol- 
che Austausche die Struktur des Proteins zu ver- 
ändern, vor allem in entscheidenden Regionen. In 
experimentellen Tests lieferten solche Änderungen 
einen geringfügigen Zuwachs an Stabilität. 

Da hydrophobe Reste Wasser abstoßen, lagern 
sie sich zumeist im Zentrum des Proteins zusammen 
und meiden dessen äußere Oberfläche. Daher sollte 
man die Stabilität erhöhen können, indem man beste- 
hende Lücken in dem hydrophoben Kern füllt. Dazu 
kann man beispielsweise kleinere hydrophobe Reste, 
die sich bereits im Zentrum oder in dessen Nähe 
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befinden, durch größere ersetzen. Dies ließe sich bei- 
spielsweise durch einen Austausch von Ala gegen Val 
oder von Leu gegen Phe realisieren. Bei den meisten 
Proteinen ist der hydrophobe Kern bereits recht sta- 
bil und weist nur wenige Lücken auf. Zudem führt 
der Einbau größerer hydrophober Aminosäuren zum 
Füllen dieser Lücken oft dazu, dass sich ihre Seiten- 
ketten zu ungünstigen Konformationen verdrillen. 
Dies hebt jeglichen Stabilitätsgewinn durch den dich- 
ter gepackten hydrophoben Kern wieder auf. 

Die a-Helix ist aufgrund ihrer asymmetrischen 
Struktur ein Dipol mit leicht positiver Ladung an 
ihrem N-terminalen Ende und einer leicht negativen 
Ladung am C-terminalen Ende. Befinden sich in 
der Nähe der Enden einer a-Helix Aminosäuren mit 
entgegengesetzten Ladungen, erhöht sich die Stabili- 
tät. In natürlich vorkommenden Proteinen sind die 
meisten a-Helices auf diese Weise stabilisiert. Fehlen 
solche stabilisierenden Reste jedoch, kann man sie 
durch Protein-Engineering erzeugen. 

Asparagin- und Glutaminreste sind relativ instabil. 
Bei hohen Temperaturen oder extremen pH-Werten 
werden diese Amide in ihre entsprechenden Säuren 
Asparaginsäure und Glutaminsäure umgewandelt. 
Das Ersetzen der neutralen Amide durch die negativ 
geladenen Carboxyle kann die Struktur bzw. Aktivität 
des Proteins zerstören. Vermeiden lässt sich dies durch 
ein entsprechendes Protein-Engineering, bei dem man 
Asn oder Glu gegen einen ungeladenen hydrophilen 
Rest vergleichbarer Größe wie Thr austauscht. 


Durch zahlreiche Veränderungen der Aminosäu- 
resequenz lässt sich die Stabilität von Proteinen 
leicht erhöhen. 
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Änderung der 
Bindungsspezifität 


Neben der Stabilität eines Proteins insgesamt kann 
man auch gezielt das aktive Zentrum verändern. Am 
unkompliziertesten sind Veränderungen, welche die 
Bindungsspezifität für das Substrat oder einen Co- 
faktor ändern, sich aber nicht auf den enzymatischen 
Mechanismus auswirken. Sinnvoll kann die Änderung 
der Spezifität für einen Cofaktor oder ein Substrat 
sein, um das Produkt einer Enzymreaktion weniger 
kostspielig zu machen oder es chemisch zu verändern. 

Gezeigt wurde dieses Prinzip anhand mehrerer En- 
zyme, die mithilfe der Cofaktoren NAD oder NADP 
Dehydrierungsreaktionen katalysieren. Beide Cofakto- 
ren tragen Reduktionsäquivalente und reagieren über 
denselben Mechanismus. Die meisten Enzyme nutzen 
jeweils nur einen dieser beiden Cofaktoren, einige 
wenige können NAD oder NADP nutzen. NAD wird 
im Allgemeinen von Dehydrogenasen in Abbaureak- 
tionen verwendet, das entstehende NADH wird dann 
in der Atmungskette oxidiert. Biosyntheseenzyme nut- 
zen hingegen NADP. Der strukturelle Unterschied von 
NADP besteht lediglich in einer zusätzlichen Phos- 
phatgruppe am Ribosering (Abb. 11.3). Dadurch erhält 
NADP eine zusätzliche negative Ladung. Es ist nicht 
überraschend, dass Enzyme, die NADP bevorzugen, 
eine etwas größere Bindungstasche mit positiv gelade- 
nen Aminosäureresten am Grund aufweisen. Enzyme, 
die NADH bevorzugen, haben an der entsprechenden 
Stelle häufig negativ geladene Aminosäuren. 

Bei mehreren Enzymen, die NAD oder NADP 
nutzen, hat man durch eine entsprechende Manipula- 


11.3 Unterschied in der Struktur 
von NAD und NADP 

NAD (Nicotinamidadenindinucleotid) 
unterscheidet sich von NADP nur 
durch eine einzelne Phosphatgruppe 


(gelb). 
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11.4 Änderung der Cofaktorpräferenz von Lactat-Dehydrogenase 

Lactat-Dehydrogenase (LDH) bindet bevorzugt NAD, weil die Bindungstasche einen Aspartatrest enthält. Die negativ 
geladene Carboxylgruppe stößt das negativ geladene Phosphat von NADP ab. Nach Austausch des Aspartatrestes gegen 
Serin kann sowohl NAD als auch NADP an LDH binden. Fügt man zusätzlich noch ein positiv geladenes Serin hinzu, wird 


die Tasche attraktiver für NADP. 


tion diese Präferenz geändert. Beispielsweise verwen- 
det die Lactat-Dehydrogenase (LDH) der meisten 
Bakterien reduziertes NAD statt NADP zur Umwand- 
lung von Pyruvat in Lactat. Ein konservierter Aspar- 
tatrest liefert die negative Ladung am Grund der Bin- 
dungstasche für den Cofaktor; diese schließt NADP 
aus. Tauscht man diesen Rest gegen einen neutralen 
Rest wie Serin aus, kann das Enzym sowohl NADP 
als auch NAD nutzen. Wird zusätzlich ein benachbar- 
ter hydrophober Rest in der Cofaktorbindungstasche 
durch einen positiv geladenen Aminosäurerest (wie 
Lysin oder Arginin) ersetzt, bevorzugt das Enzym 
nun NADP gegenüber NAD (Abb. 11.4). 

Auf ähnliche Weise kann man die Spezifität von 
LDH für ihr Substrat ändern. Das natürliche Substrat 
Lactat ist eine Hydroxysäure mit drei Kohlenstoffato- 
men. Man kann mehrere Reste in der Umgebung der 
Substratbindungsstelle austauschen, ohne dadurch den 
Reaktionsmechanismus des Enzyms zu beeinträchti- 
gen. Durch den Austausch zweier Alanin- gegen zwei 
Glycinreste wird die Bindungsstelle größer. Ersetzt 
man hydrophile Reste (Lys, Gln) durch hydrophobe 
(Val, Met), wird die Bindungsstelle hydrophober. Bei 
Änderung mehrerer Reste erhält man eine manipu- 
lierte LDH, die fünf oder sechs Kohlenstoffanaloga 
von Lactat aufnehmen und als Substrat nutzen kann. 


Durch den Austausch von Aminosäuren im oder um 
das aktive Zentrum kann man die Substratspezifität 
eines Enzyms ändern. 


Strukturgerüste 


Am aktiven Zentrum sind letztendlich relativ we- 
nige Aminosäurereste eines Proteins beteiligt. Der 
größte Teil des Proteins bildet die dreidimensionale 
Plattform, das erforderliche Gerüst, um die Reste 
im aktiven Zentrum in die richtige Position zu 
bringen. Vielfach ist dieses Gerüst sehr viel größer 
als wirklich erforderlich. Beispielsweise enthält die 
P-Galactosidase von Escherichia coli (LacZ-Protein) 
ungefähr 1000 Aminosäurereste, während die ein- 
fachsten hydrolytischen Enzyme lediglich aus 200 
bis 300 Resten bestehen. Daher sollte es eigentlich 
möglich sein, eine funktionelle ß-Galactosidase zu 
konstruieren, die nur ein Viertel oder ein Drittel 
so groß ist wie das LacZ-Protein. Aus industriellen 
Gesichtspunkten wäre ein solches kleineres Protein 
natürlich sehr viel effizienter. 

Das Konzept, von nützlichen Proteinen ledig- 
lich die Region des aktiven Zentrums zu nutzen, 
wurde bereits beim Antikörper-Engineering ange- 
wandt, wie in Kapitel 6 erläutert. Zusätzlich hat 
man mit der Technik des Phagen-Display (s. Kap. 9) 
relativ kurze Peptide zur Bindung an eine Vielzahl 
von Zielmolekülen selektiert. Ist eine solche Bin- 
dungsdomäne selektiert, kann man sie in ein an- 
deres Protein einbauen. Solche Techniken werden 
es ermöglichen, kleinere Proteine zu konstruieren, 
deren Biosynthese weniger Energie und Material 
verbraucht (Abb. 11.5). 
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11.5 Verkleinerung des Proteingerüsts 

Proteine weisen außerhalb des aktiven Zentrums (blau/ 
rot) oft große Strukturdomänen auf. Diese Domänen kann 
man so modifizieren, dass sie kleiner werden (wodurch 
sich oft die Menge an exprimiertem Protein erhöht) oder 
sich das Protein einfacher isolieren und reinigen lässt. 


Viele Proteine sind aus industrieller Sicht größer 
als notwendig. Durch Eliminieren überflüssiger 
Sequenzen und Vereinfachung des Proteins könnte 
sich die Effizienz für die Industrie steigern lassen. 


Gerichtete Evolution 


Für die bisher beschriebenen Techniken des Protein- 
Engineering muss man die Proteinstruktur kennen 
und detaillierte Kenntnisse über die Funktionsweise 
des aktiven Zentrums haben. Bislang wurden jedoch 
nur sehr wenige Enzyme derart eingehend erforscht. 
Eine mächtige Technik zur Änderung der Funktion 
eines Enzyms, ohne dafür vollständige Daten zu 
Struktur und Funktion zu haben, ist die gerichtete 
Evolution. Durch gerichtete Evolution kann man bei- 
spielsweise die Substratspezifität ändern: Indem man 


entweder das Enzym so verändert, dass es ein völlig 
anderes Substrat erkennt, oder durch geringfügige 
Änderungen ein etwas anderes Substrat zugänglich 
macht. Die wichtigste Voraussetzung für eine gerich- 
tete Evolution ist die zufallsbedingte Mutagenese des 
interessierenden Gens und eine nachfolgende Selek- 
tion der erwünschten neuen Funktion. Wie bereits in 
Kapitel 5 beschrieben, werden nach einem ähnlichen 
Prinzip neue Ribozyme isoliert. 

Bei der gerichteten Evolution erfolgt ein Screening 
nach neuen Enzymaktivitäten; dazu erstellt man eine 
Bibliothek verschiedener Enzyme, die alle von dem 
gleichen Ausgangsprotein abstammen. Aufgrund von 
zufallsbedingter Mutagenese weicht jedes Protein der 
Bibliothek leicht von den anderen ab. Zufallsmutan- 
ten können über die gesamte Länge der Gensequenz 
erzeugt werden. Alternativ kann man bestimmte 
Aminosäuren gezielt durch zufällig ausgewählte erset- 
zen. Die dritte häufig angewendete Methode zur Er- 
zeugung von Mutanten beruht auf (homologer oder 
nichthomologer) Rekombination. Diese mutierten 
Gene werden dann nach Einbau in einen geeigneten 
Expressionsvektor und eine Wirtszelle auf die neue, 
erwünschte Enzymaktivität hin untersucht. 

Ausgangspunkt der zufallsbedingten Mutagenese 
bildet in der Regel ein Gen, dessen Funktion der er- 
wünschten Funktion recht nahe kommt. Mithilfe der 
sogenannten error prone-PCR (epPCR) werden ent- 
lang der gesamten Sequenz des Gens zufällige Muta- 
tionen eingeführt. Fehler bei der PCR-Amplifikation 
lassen sich durch verschiedene Methoden induzie- 
ren. Am einfachsten ist es, die PCR-Reaktion unter 
Anwesenheit von MnCl, ablaufen zu lassen. Taq-Po- 
lymerase baut das falsche Nucleotid mit recht hoher 
Rate ein, und MnCl, stabilisiert die Basenfehlpaa- 
rungen. In den nachfolgenden Amplifikationsrunden 
wird dieser Fehler dann kopiert. Durch Hinzufügen 
von Nucleotidanaloga wie 8-oxo-dGTP und dITP, 
die Fehlpaarungen auf dem entgegengesetzten Strang 
bilden, kann man die Fehlerrate bei der PCR eben- 
falls erhöhen. In Kombination mit MnCl, können 
diese Analoga sehr viele unterschiedliche Mutationen 
entlang eines Gens auslösen. Einige zufallsbedingte 
Mutationen, die außerhalb des aktiven Zentrums er- 
folgen, können subtile Veränderungen hervorrufen, 
die sich aber nachdrücklich auf die Substraterken- 
nung und Enzymfunktion auswirken. 

Viel stärker im Fokus steht die gezielte Mutage- 
nese. Diese erfordert allerdings einige Kenntnisse 
über die Struktur des Enzyms und des aktiven Zent- 
rums. So hat man beispielsweise Tyrosyl-tRNA-Syn- 
thetase aus Methanococcus jannaschii durch gerich- 
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tete Evolution mutiert. Das Gen für dieses Enzym 
wurde sequenziert, es lagen aber keinerlei Struk- 
turdaten vor. Durch einen Vergleich der Sequenz 
mit der einer anderen Tyrosyl-tRNA-Synthetase mit 
bekannter Struktur ermittelten die Wissenschaftler, 
welche Aminosäuren potenziell an der Erkennung 
von Tyrosin beteiligt sein könnten. Diese Reste un- 
terzogen sie dann einer zufallsbedingten Mutagenese. 
Durch eine Änderung von Resten mit bekannter 
Funktion bei der Substraterkennung wird man eher 
eine nachdrückliche Wirkung erzielen. 

Die dritte Methode zur Bildung neuer Enzyme 
durch gerichtete Evolution beinhaltet verschiedene 
Maßnahmen zur Rekombination unterschiedli- 
cher Domänen. Diese beruhen auf homologen oder 
nichthomologen Sequenzen und umfassen eine Reihe 
unterschiedlicher Abläufe, darunter DNA-Shuffling 
und kombinatorische Proteinbibliotheken. Auf einige 
davon wird später noch detaillierter eingegangen. 


Proteine können auch durch gerichtete Evolution 
verändert werden. Diese besteht aus einer zufalls- 
bedingten Mutagenese der codierenden Sequenz 
und einer nachfolgenden biologischen Selektion 
auf verbesserte oder neue Eigenschaften. 


Hinzufügen neuer funktio- 
neller Gruppen mithilfe nicht 
natürlich vorkommender 
Aminosäuren 


Viele nicht in der Natur vorkommende Aminosäuren 
weisen andere funktionelle Gruppen auf, die für ein 
Protein-Engineering von Nutzen sind. So wird bei- 
spielsweise durch Bindung eines p-Benzoyl-L-Phe- 
nylalanins (pBpa) an eine Position von Glutathion- 
S-Transferase (GST) eine quervernetzende Gruppe 
hinzugefügt, die man durch UV-Strahlung aktivieren 
kann. Bei einer auf diese Weise modifizierten GST 
erzeugt UV-Bestrahlung ein kovalent gebundenes 
Homodimer (Abb. 11.6). 

Der Einbau einer nicht natürlich vorkommenden 
Aminosäure während der Proteinsynthese in vivo er- 
fordert eine mutierte Aminoacyl-tRNA-Synthetase, 
die eine tRNA mit dieser Aminosäure belädt. Im La- 
bor von Peter G. Schultz am Scripps Research Insti- 
tute wurde ein E. coli-Stamm entwickelt, der pBpa an 
einem spezifischen Amber-Codon einbaut. Mittels 
gerichteter Evolution wurde eine Tyrosyl-tRNA-Syn- 
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11.6 Hinzufügen neuer funktio- 
neller Gruppen in Proteine 

a Nicht in der Natur vorkommende Wildtyp- 
Aminosäuren bringen neue funktio- GST 
nelle Gruppen ein. Sie können wäh- 
rend der Translation in ein Protein 
eingebaut werden. b Die nicht na- 
türlich vorkommende Aminosäure 
pBpa bewirkt eine Quervernetzung 
des mutierten GST-Proteins zu ei- 
nem Homodimer. 
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thetase von M. jannaschii mutiert. Das Enzym von M. gestellt werden. Die Partner-tRNA wurde zudem so 
jannaschii wurde verwendet, weil es jede endogene verändert, dass sie anstelle ihres eigentlichen Codons 
E. coli-tRNA erkennt. Folglich muss auch das Gen das Amber-Stoppcodon erkennt (d.h. es handelt sich 
für seine spezifische Partner-tRNA zur Verfügung um eine Amber-mutierte tRNA). Die Folge: Wenn 


Tyrosyl-tRNA-Synthetase 


MutTyrRS 
(aus M. jannoschii) ai 


mutierte Aminosäurereste, 
die Tyrosin erkennen 


Wird die Amber-tRNA mit einer natürlich 
vorkommenden Aminosäure beladen, 
so exprimiert E. coli ein Toxin und stirbt ab. 
Überlebende E. coli werden dann erneut darauf 
selektiert, ob sie Amber-tRNA mit pBpa beladen. 


Zugabe von pBPA + Chloramphenicol 


Entfernen von pBpa 


Überlebende E. coli sind resistent 
gegen Chloramphenicol, weil MutTyrRS die 
Amber-tRNA (Mj-tRNA, „) mit pBpa oder einer 
natürlich vorkommenden Aminosäure beladen hat. 


11.7 Positive und negative Selektion auf mutierte tRNA-Synthetase 

Tyrosyl-tRNA-Synthetase hängt normalerweise Tyrosin an die tRNA für das CUA-Amber-Codon an. Die Aminosäuren, die 
Tyrosin erkennen, wurden einer zufallsbedingten Mutagenese unterworfen, um eine Bibliothek aus verschiedenen tRNA- 
Synthetasen zu erstellen, die nach wie vor dieselbe tRNA erkennen, aber unterschiedliche Aminosäuren anhängen können. 
Anschließend wurden diese Bibliotheksklone (MutTyrRS) in einer Zelle exprimiert, die ein weiteres Plasmid mit Genen für 
die Amber-tRNA (Mj-tRNA,ya) und für Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT) enthielt. Mitten im CAT-Gen befindet sich 
ein Amber-Codon (amber-CAT). Diese E. coli werden zusammen mit pBpa und Chloramphenicol kultiviert. MutTyrRS muss 
die Mj-tRNA.,, mit pBpa oder einer anderen Aminosäure beladen, um CAT zu exprimieren, das £. coli vor Chloramphenicol 
schützt. Die Bibliotheksklone, die diese Selektion überleben, werden in einer anderen EF. coli-Wirtszelle exprimiert (links). 
Dieser Stamm besitzt das Gen für die Amber-tRNA (Mj-tRNA.,) plus ein Toxingen mit einem Amber-Codon. Das Toxinpro- 
tein wird synthetisiert, wenn die MutTyrRS die Amber-rRNA mit irgendeiner Aminosäure belädt (in Abwesenheit von pBpa). 
Dadurch werden Klone eliminiert, welche die Amber-tRNA mit einer endogenen Aminosäure beladen. Um die beste mu- 
tierte tRNA-Synthetase zu finden, wendet man abwechselnd die positive und negative Selektionsmethode an. 
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die mutierte Tyrosyl-tRNA-Synthetase in E. coli ex- 
primiert wird, baut sie jede Aminosäure ein, mit der 
sie an Amber-Stoppcodons beladen wird. 

Zur Änderung der Tyrosyl-tRNA-Synthetase 
wurde durch zufällige Mutation jedes Aminosäure- 
restes, der an der Erkennung des Aminosäuresubst- 
rats beteiligt ist (ursprünglich Tyrosin), eine Biblio- 
thek aus mutierten Enzymen erstellt. Die Bibliothek 
aus mutierten tRNA-Synthetase-Genen wurde in E. 
coli transformiert, das ein Gen für die Partner-tRNA 
besitzt sowie ein Gen für Chloramphenicolresistenz 
mit einem Amber-Codon in der Mitte. Das Wachs- 
tum der Bakterien erfolgte in Anwesenheit von pBpa 
und Chloramphenicol. War die mutierte tRNA- 
Synthetase am Amber-Stoppcodon in der Lage eine 
Aminosäure einzubauen, wurde das Chloramphe- 
nicolresistenzgen (CAT) exprimiert, und die Zellen 
lebten. Im anderen Fall starben die Zellen ab. Dies 
war die positive Selektion (Abb. 11.7). 

Mithilfe dieser veränderten tRNA-Synthetase 
kann man die nicht natürlich vorkommende Ami- 
nosäure pBpa in andere Proteine integrieren, wie 
die zuvor beschriebene GST-Mutante. Somit ist es 
möglich, an jeder Stelle eines beliebigen Zielproteins 
quervernetzende Agenzien einzubauen. Dazu muss 
man in das Gen, welches das interessierende Protein 
codiert, ein Amber-Codon einfügen und das mu- 
tierte Gen in einer E. coli-Wirtszelle exprimieren, 
welche wiederum die veränderte tRNA-Synthetase 
exprimiert. 


Exkurs 11.1 


Glyko-Engineering 


Bei vielen Proteinen, insbesondere von höheren Tieren, 
sind an die Polypeptidkette noch zusätzlich Zuckerreste 
mit ganz entscheidender Funktion für die Proteinaktivität 
angehängt. Werden solche Glykoproteine mit gentechni- 
schen Methoden hergestellt, so müssen sie richtig mo- 
difiziert werden, wie in Kapitel 10 erläutert. Aber genau 
wie eine Veränderung der Aminosäuresequenz Proteinen 
neue Eigenschaften verleihen kann, kann ein verändertes 
Glykosylierungsmuster eines Glykoproteins zu nützlichen 
Änderungen im Proteinverhalten führen. 

Ein häufig verwendetes, gentechnisch hergestelltes 
Glykoprotein ist rekombinantes menschliches Erythro- 
poetin, das von der Firma Amgen Corporation unter dem 
Namen Epogen vermarktet wird. Erythropoetin regt die 
Produktion roter Blutkörperchen (Erythrocyten) an. Es 
wird zur Behandlung von Anämien eingesetzt und be- 
wirkt, dass weniger Bluttransfusionen nötig sind. 


Zum Einbau nicht natürlich vorkommender Amino- 
säuren in Proteine wurden verschiedene Methoden 
entwickelt. Bei der raffiniertesten Methode werden 
die codierenden Eigenschaften ausgewählter Co- 
dons geändert. 


Neukombination 
von Domänen 


Mit der gerichteten Evolution verwandt ist der An- 
satz der absichtlichen Rekombination funktioneller 
Domänen verschiedener Proteine. Als Beispiel kann 
die Erzeugung eines neuen Restriktionsenzyms durch 
Verknüpfen der Spaltungsdomäne des Restriktions- 
enzyms FokI mit anderen sequenzspezifischen DNA- 
bindenden Domänen dienen. Bei FokI handelt es sich 
um ein Typ-II-Restriktionsenzym mit charakteristi- 
schen N-terminalen und C-terminalen Domänen, die 
zur DNA-Erkennung beziehungsweise zur Spaltung 
von DNA dienen. Für sich alleine schneidet die Endo- 
nucleasedomäne DNA unspezifisch. Ist die Nuclease- 
domäne jedoch an eine DNA-bindende Domäne ge- 
koppelt, bestimmt diese Domäne die Sequenzspezifi- 
tät des Hybridproteins. Die beiden Domänen können 
über eine Sequenz verbunden sein, die für ein Linker- 
peptid wie (GlyGlyGlyGlySer), codiert (Abb. 11.8). 


An natürliches Erythropoetin sind vier Oligosaccha- 
ride gebunden. Als man Erythropoetin so manipulierte, 
dass es zusätzliche N-gekoppelte Glykosylierungsstellen 
(Asn-Xxx-Ser/Thr) aufwies, änderte sich seine Aktivität 
auf paradoxe Weise. Trotz verminderter Affinität zu sei- 
nen Rezeptor stieg seine Aktivität in vivo an. Dies war 
auf die längere Halbwertszeit nach der Verabreichung 
zurückzuführen. In der praktischen Anwendung wog die 
längere Halbwertszeit die verringerte Rezeptoraffinität 
auf - das resultierende Protein zeigte eine signifikant 
erhöhte klinische Wirkung. Diese nochmals veränderte 
Variante ist unter dem Namen Aranesp im Handel. Es 
scheint wahrscheinlich, dass sich ein ähnliches Glyko- 
Engineering auch auf andere Glykoproteinhormone an- 
wenden lässt. 
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Die Spaltung der DNA erfolgt mehrere Basen neben 
der Erkennungssequenz - wie bei dem natürlich vor- 
kommenden Fokl-Restriktionsenzym. 

Man hat mehrere verschiedene DNA-bindende 
Domänen mit der Nucleasedomäne von Fokl verbun- 
den. Das Gal4-Protein der Hefe ist beispielsweise 
ein Transkriptionsaktivator, der eine 17 Basenpaare 
umfassende Consensussequenz erkennt. Gal4 enthält 
zwei Domänen, eine DNA-bindende Domäne und 
eine Transkriptions-aktivierende Domäne. Die N- 
terminalen 147 Aminosäuren von Gal4 kann man 
mit der Nucleasedomäne von FokI verknüpfen und 
erhält dadurch ein Hybridprotein, das an die Gal4- 
Consensussequenz bindet und die DNA an dieser 
Stelle spaltet. 

Zinkfingerdomänen wurden ebenfalls mit der 
Nucleasedomäne von Fokl verknüpft. Beim Zink- 
finger handelt es sich um ein verbreitetes DNA-Bin- 
dungsmotiv, das sich in zahlreichen regulatorischen 
Proteinen findet. Der Zinkfinger besteht aus 25 bis 
30 Aminosäuren, die um ein Zn-Ion angeordnet 
sind; dieses wird durch Bindung an konservierte Cy- 
stein- und Histidinreste an seinem Platz fixiert. Jedes 
Zinkfingermotiv bindet drei Basenpaare, und eine 
Zinkfingerdomäne kann mehrere Motive aufweisen. 


Fokl-Endonuclease 
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In diesem Beispiel wurden Domänen von etwa 90 
Aminosäuren Länge, die drei Zinkfingermotive ent- 
halten (und daher spezifisch DNA-Sequenzen aus 
neun Basen erkennen), mit der FokI-Nucleasedo- 
mäne verknüpft (Abb. 11.9). 

Mittlerweile sind sowohl die Aminosäuresequenz 
als auch die entsprechende DNA-Erkennungsspezi- 
fität für eine ganze Reihe von Zinkfingern bekannt. 
Anhand dieser Informationen kann man Zinkfinger- 
domänen so konstruieren, dass sie jede gewünschte 
DNA-Sequenz ablesen können. DNA-Abschnitte, die 
für Zinkfingerdomänen codieren, können entweder 
von natürlich vorkommenden DNA-bindenden Pro- 
teinen stammen oder künstlich synthetisiert werden, 
da einzelne Zinkfingermotive ungefähr 25 Aminosäu- 
ren (75 Nucleotide) lang sind. Im Prinzip kann man 
heute gentechnisch hergestellte Proteine mit einer 
Zinkfingerdomäne ausstatten, mit der sie spezifisch 
an jede gewünschte DNA-Sequenz binden können. 


Viele Proteine bestehen aus Domänen mit individu- 
eller Funktion. Durch Neukombination von Domä- 
nen verschiedener Proteine kann man Proteine mit 
neuen Eigenschaftskombinationen erzeugen. 


Gal4-Aktivator 


11.8 Erzeugung neuer Endonu- 
cleasen durch Neukombination 
von Domänen 

Die Fokl-Endonuclease enthält 
separate Nuclease- und Sequenz- 
erkennungsdomänen. Man kann 
die Erkennungsdomäne von Fokl 
gentechnisch durch eine Gal4- 
Erkennungsdomäne ersetzen, die 
an eine andere DNA-Sequenz bin- 
det. Verknüpft werden die beiden 
Domänen mit einem künstlichen 
Linkerpeptid. Das neu entstandene 
Hybridenzym schneidet DNA nun 
an anderen Stellen als das ur- 
sprüngliche Fokl-Protein. 
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a Fokl-Zinkfinger-Hybridprotein 


drei Zinkfinger 


N-Terminus 


b Sequenz der Zinkfinger 


11.9 Zusammenbau der Zink- 
fingerdomänen 

a Die Nucleasedomäne von 

Fokl kann mit einer Zinkfinger- 
domäne verknüpft werden, die 
drei Zinkfingermotive enthält. 
Zinkfinger erkennen jeweils 

drei Nucleotide. Daher kann 
prinzipiell jede neun Basenpaare 
lange Erkennungssequenz mit 
der Nucleasedomäne verbunden 
werden. b Die Sequenz des Hy- 
brids der Fokl-Nuclease und der 
Zinkfingerdomäne. Die Buchsta- 
ben stehen für die Aminosäure- 
sequenz. In großen Buchstaben 
hervorgehobene Aminosäuren 
erkennen und binden die DNA- 
Sequenz. 


Fokl-Nuclease- 
domäne 


DNA-Shuffling 


Auf neue Sequenzen, die durch Mutation und Rekom- 
bination entstehen, wirkt die natürliche Selektion ein. 
Eine Methode der künstlichen Evolution ist das soge- 
nannte DNA-Shuffling; hierbei werden sowohl neue 
Mutationen als auch Rekombinationen erzeugt. Zu- 
nächst wird das Gen, das verbessert werden soll, nach 
dem Zufallsprinzip in Abschnitte von rund 100 bis 
300 Basenpaaren Länge geschnitten. Diese Abschnitte 
werden dann mithilfe einer geeigneten DNA-Polyme- 
rase mit überlappenden Abschnitten neu angeordnet 
bzw. durch eine Version der overlap-PCR (s. Kap. 4). 
Hierbei erfolgt eine Rekombination von Abschnitten 
verschiedener Kopien desselben Gens (Abb. 11.10). 
Mutationen können auf verschiedene Weise aus- 
gelöst werden, unter anderem durch die bereits be- 


Linker 


N-Terminus 


schriebenen Standardmethoden der Mutagenese. 
Zusätzlich können die DNA-Abschnitte mittels error 
prone-PCR (s. weiter vorne) anstelle von Restriktions- 
enzymen erzeugt werden. Alternativ kann man die 
Mutationen auch während der Neuzusammensetzung 
selbst einführen, und zwar mithilfe einer DNA-Po- 
lymerase mit beeinträchtigter Korrekturlesefunktion. 
Dies führt zu einer großen Zahl von Kopien des Gens, 
die jeweils mehrere, nach dem Zufallsprinzip über 
ihre Sequenz verstreute Mutationen aufweisen. Die 
letztendlich vermischten und mutierten Genkopien 
müssen dann exprimiert und auf veränderte Eigen- 
schaften des codierten Proteins überprüft werden. 
Für eine effektivere Variante des DNA-Shuffling 
dienen als Ausgangsmaterial mehrere nah verwandte 
(also homologe) Versionen des gleichen Gens aus 
verschiedenen Organismen. Diese Gene werden mit 
geeigneten Restriktionsenzymen nach dem Zufalls- 
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11.10 DNA-Shuffling fiir ein einzelnes Gen 

Durch Einführen von Punktmutationen und Shuffling (Neu- 
kombination) der Genabschnitte lassen sich verbesserte 
Versionen eines Proteins herstellen. Zunachst werden 
zahlreiche Kopien des Originalgens mit zufalligen Mutatio- 
nen erzeugt. Diese Gene werden anschlieBend nach dem 
Zufallsprinzip in einzelne Abschnitte zerschnitten. Zum 
Schluss werden diese Abschnitte dann mittels overlap- 
PCR wieder zusammengesetzt. Die neuen Konstrukte 
müssen schließlich noch auf eine verbesserte Proteinfunk- 
tion überprüft werden. 


prinzip geschnitten und die Abschnitte vor der Neu- 
zusammensetzung vermischt. Als Ergebnis erhält 
man ein Gemisch aus Genen, bei denen verschiedene 
Abschnitte aus unterschiedlichen Ausgangsgenen neu 
kombiniert sind (Abb. 11.11). Man beachte, dass die 
neu zusammengesetzten Abschnitte ihre ursprüng- 
liche natürliche Reihenfolge beibehalten. Auf diese 
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11.11 DNA-Shuffling fiir mehrere verwandte Gene 
Die Neukombination von Abschnitten verwandter Gene 
kann die Funktion eines Proteins ebenfalls verbessern. 
Zunächst werden verwandte Ausgangsgene in kleine 
Abschnitte verdaut und dann mittels PCR wieder zusam- 
mengefügt. Anschließend überprüft man die Neukombina- 
tionen auf eine Funktionsänderung. 


Weise hat man beispielsweise mehrere verwandte 
ß-Lactamasen aus verschiedenen Darmbakterien 
vermischt. Die gemischten Gene wurden in einen 
Plasmidvektor kloniert und in Wirtsbakterien trans- 
formiert. Anschließend wurden die Bakterien auf 
Resistenz gegen ausgewählte ß-Lactam-Antibiotika 
überprüft. Mit dieser Methode erhielt man verbes- 
serte ß-Lactamasen, die bestimmte Penicilline und 
Cephalosporine schneller abbauten und ihre Wirts- 
zellen bis zu 500-mal widerstandsfähiger gegen 
P-Lactam-Antibiotika machten. 


Beim DNA-Shuffling wird die codierende Sequenz 
eines Proteins neu angeordnet. Man hofft, dadurch 
neue oder bessere Wirkungen zu erzeugen. Um 
eine größere Variation zu erhalten, können bei die- 
sem Vorgang auch Mutationen erzeugt werden. 
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Kombinatorische 
Proteinbibliotheken 


Bislang wurden Wege erläutert, wie man ein bereits 
existierendes nützliches Protein modifizieren kann. 
Beim Protein-Engineering wird aber auch noch ein 
anderer Ansatz verfolgt, nämlich eine große Zahl 
unterschiedlicher Proteinsequenzen zu erzeugen und 
diese dann auf eine nutzbare Enzymwirkung oder 
chemische Eigenschaft zu überprüfen. (Dieses Scree- 
ning erfolgt häufig mittels Phagen-Display oder ähn- 
licher in Kapitel 9 beschriebener Techniken.) Beim 
sogenannten kombinatorischen Screening werden 
jedoch nicht einfach nur nach dem Zufallsprinzip 
große Mengen von Polypeptiden erzeugt; vielmehr 
geht man von bestimmten vorgefertigten Modulen 
aus und stellt daraus eine sogenannte random shuff- 
ling library („Bibliothek aus zufällig angeordneten 
Sequenzabschnitten“) zusammen. Auf diese Weise 
kann man beispielsweise Proteinmotive, die nach- 


a „Multi-recombinant PCR” 


11.12 Erstellen einer random shuffling library 


weislich eine Bindungsstelle für Metallionen oder 
Metaboliten enthalten, mit Abschnitten kombinieren, 
die bestimmte Strukturen wie eine a-Helix bilden. 

Bei einer häufig angewendeten Methode stellt 
man zunächst durch chemische DNA-Synthese DNA- 
Module aus rund 75 Basenpaaren (also 25 Codons) 
her. Danach fügt man mehrere solcher Module zu 
neuen künstlichen Genen zusammen. Die Verknüp- 
fung der Module erfolgt normalerweise mittels PCR 
mit überlappenden Primern (s. Kap.4). Man kann 
die Module in einer festgelegten Reihenfolge oder 
nach dem Zufallsprinzip aneinanderfügen. Damit die 
zusammengesetzte Sequenz auch richtig exprimiert 
wird, achtet man gewöhnlich darauf, dass die Module 
am Anfang und am Ende geeignete Promotor- be- 
ziehungsweise Terminatorsequenzen enthalten. Die 
dazwischen liegenden Module können dann nach 
dem Zufallsprinzip vermischt werden, um potenziell 
mehr Variationen zu erhalten (Abb. 11.12). 

Die daraus entstehende Proteinbibliothek kann 
man dann auf Aktivitäten überprüfen, die auf die 
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Zum Erstellen einer Bibliothek aus neuen Proteinen kann man verschiedene Module nach dem Zufallsprinzip aneinan- 
derfügen. Das erste Modul (gelb) enthält eine Sequenz für den Promotor und wird deshalb stets am Anfang eingefügt. 
Ähnlich umfasst das letzte Modul (violett) die Terminatorsequenzen. Mithilfe von überlappenden PCR-Primern kann man 
die Module in einer bestimmten Reihenfolge aneinanderfügen (a) oder nach dem Zufallsprinzip (b). Bei der zufälligen Anei- 
nanderreihung erhält man viele unterschiedliche Kombinationen. Daher entsteht durch diese Methode eine Bibliothek aus 
neuen Proteinen, die man anschließend auf eine bestimmte Funktion oder eine Kombination von Funktionen testen kann. 
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verwendeten Module zurückzuführen sind. Waren 
beispielsweise Module für die Bindung eines organi- 
schen Metaboliten und für die Bindung von Fe-Ionen 
enthalten, dann kann man die Bibliothek der Pro- 
dukte auf eine Enzymaktivität testen, bei der dieser 
Metabolit mittels einer Eisen-vermittelten Katalyse 
oxidiert wird. 

Eine verwandte Methode beruht auf der Vorstel- 
lung, dass die Exons eukaryotischer Gene modulare 
Abschnitte von Proteinen codieren, wie z.B. Bin- 
dungsstellen und Strukturmotive. Zwar trifft es kei- 
neswegs immer zu, aber in vielen Fällen entsprechen 
die Grenzen der Exons den Enden von Strukturdo- 
mänen innerhalb der codierten Proteine. Folglich 
geht man davon aus, dass sich zumindest einige 
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cDNA-Bibliothek, in der Exons nach dem 
Zufallsprinzip fehlen: alternative splicing library 


11.13 Erstellen einer alternative splicing library 

Die Exons eines Ausgangsgens können so neu kombiniert 
werden, dass in jedem neuen Konstrukt jeweils ein einzi- 
ges Exon fehlt. Die neu entstandenen Gene werden dann 
auf neue oder veränderte Funktionen überprüft. 


eukaryotische Gene durch natürliches Shuffling von 
Exons entwickelt haben. 

Durch das Shuffling von Exons ergibt sich eine 
kombinatorische Bibliothek aus bereits existierenden 
eukaryotischen Genen. Jedes der Exons des eukaryoti- 
schen Gens wird mittels einer separaten PCR erzeugt. 
Anschließend werden die Abschnitte vermischt und 
mittels overlap-PCR neu aneinandergefügt. Je nach 
Aufbau der überlappenden Primer für die PCR gibt es 
zwei Varianten. Durch Aneinanderreihen der Exons in 
einer zufälligen Reihenfolge erhält man eine random 
splicing library („Bibliothek aus zufällig gespleißten Se- 
quenzabschnitten“), ganz ähnlich wie zuvor beschrie- 
ben. Bei der weniger radikalen alternative splicing li- 
brary („Bibliothek aus alternativ gespleißten Sequenz- 
abschnitten“) bleibt die Reihenfolge der Exons erhalten 
- bestimmte Exons werden jedoch jeweils nach dem 
Zufallsprinzip aufgenommen oder ausgeschlossen 
(Abb. 11.13). Die Endprodukte werden dann zunächst 
daraufhin analysiert, ob sie Sequenzen enthalten, die 
lang genug sind, um einen Großteil der ursprünglichen 
Exons zu codieren. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit 
für ein funktionsfähiges Protein deutlich. 


Bei einer weiteren Shuffling-Technik werden neue 
Proteine aus vorgefertigten Proteinmodulen er- 
zeugt. Die codierenden Sequenzen für die Module 
werden mittels PCR in verschiedenen Kombinatio- 
nen aneinandergefügt. 


Die Herstellung von 
Biomaterialien beruht auf 
Protein-Engineering 


In der Medizin kommt den Biomaterialien eine große 
Bedeutung zu, beispielsweise in der rekonstruktiven 
Chirurgie, bei der Gewebezüchtung oder Gewebe- 
Engineering (engl. tissue engineering) und in der 
regenerativen Medizin. Zu solchen Biomaterialien 
zählen beispielsweise Gefäßprothesen und Gerüste 
aus Knorpelgewebe, die als stabilisierende Unterlage 
das Wachstum neuen Gewebes ermöglichen. Die für 
diese Produkte verwendeten Materialien bestehen 
aus Proteinen und können daher durch den Ein- 
satz von Protein-Engineering sowohl mechanisch als 
auch biochemisch verbessert werden. 

Viele Biomaterialien beruhen auf Proteinen der 
extrazellulären Matrix, die auch in vivo eine stabilisie- 
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rende Stützfunktion haben. In Knorpel sind zum Bei- 
spiel die Proteine Kollagen und Elastin enthalten. In 
vivo werden diese von bestimmten, als Chondrocyten 
(Knorpelzellen) bezeichneten Zellen sezerniert und 
bilden ein hartes, elastisches Stützmaterial zur Ab- 
polsterung der Gelenke. Die Elastin-ähnlichen Po- 
lypeptide (ELPs; engl. elastin-like polypeptides) sind 
gentechnisch hergestellte Proteine, die dem natiirlich 
vorkommenden Elastin gleichen. ELPs enthalten sich 
wiederholende Peptidsequenzen wie (VPGZG),, wo- 
bei Z jede Aminosäure mit Ausnahme von Prolin sein 
kann. Bei Veränderung dieser sich wiederholenden 
Sequenz ändern sich auch die physikalischen Eigen- 
schaften des entstehenden Materials. Beim Einbau 
von Lysinresten kann zwischen zwei ELP-Strängen 
eine Quervernetzung erfolgen. Durch Variation der 
Position und Anzahl der Lysine können verschiedene 
Formen von Filmen entstehen. Alternativ können in 
ELP-Peptide auch UV-empfindliche quervernetzende 
Gruppen eingebaut werden. Dann verbleiben die Pep- 
tide so lange als lösliche Stränge, bis sie UV-Licht aus- 
gesetzt sind. Durch diese Möglichkeit der Regulation 
einer Gelbildung kann ein Arzt die flüssige Form an 
der gewünschten Stelle injizieren und die ELPs an- 
schließend zu einem Gel quervernetzen. 

Diese Materialien können aber nicht nur Stütz- 
funktionen erfüllen, sondern auch die Heilung und 
Regeneration von Geweben fördern, indem sie Zel- 
len in diesen Bereich locken. Die Kopplung ver- 
schiedener Protein-bindender Domänen an die sich 
wiederholenden Peptide kann eine Zellwanderung 
und -adhäsion begünstigen. So erkennt beispiels- 
weise der Membranrezeptor Integrin das Protein Fi- 
bronectin in der extrazellulären Matrix. Wird die 
Integrin-bindende Domäne von Fibronectin mit ei- 
nem ELP-repeat abgewechselt, dann werden dies die 
Integrin-exprimierenden Zellen erkennen und in die 
ELP-Substanz einwandern. Ein weiteres Beispiel ist 
das Peptid Val-Ala-Pro-Gly, das von einem memb- 
rangebundenen Rezeptor der glatten Muskelzellen 
von Blutgefäßen erkannt wird. Wird dieses Peptid 
alternierend mit der ELP-Sequenz aneinandergereiht, 
ergibt sich ein Material, das ausschließlich Bewegung 
und Wachstum der glatten Muskelzellen der Gefäße 
fördert. Zellwanderung und -wachstum lassen sich 
auch noch auf eine andere Weise auslösen, durch den 
Einbau von verschiedenen Wachstumsfaktoren in die 
ELPs. Mischt man beispielsweise die Wachstumsfak- 
toren VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) 
oder PDGF (engl. platelet-derived growth factor) mit 
ELPs, induziert dies die Bildung von Blutgefäßen in- 
nerhalb der Matrix. 


In der Medizin eingesetzte Biomaterialien, ins- 
besondere extrazellulare Proteine, wie sie in der 
rekonstruktiven Chirurgie Verwendung finden, kön- 
nen durch Protein-Engineering optimiert werden. 


Gentechnisch hergestellte 
Bindungsproteine 


Wenn Arzneimittel nur auf ein bestimmtes Organ 
einwirken, lassen sich dadurch viele unerwünschte 
Nebenwirkungen ausschalten. Erreichen lässt sich 
dies zum Beispiel, indem man an das Arzneimit- 
tel ein Reagens koppelt, das für bestimmte Gewebe 
spezifische Proteine erkennt. Wie in Kapitel 6 ange- 
merkt, werden zur Bindung spezifischer Zielproteine 
am häufigsten Antikörper eingesetzt. Damit Antikör- 
per funktionieren, sind jedoch Quervernetzungen 
durch Disulfidbindungen erforderlich, die bei der 
Herstellung in großem Maßstab kaum aufrechtzu- 
erhalten sind. Daher haben einige Wissenschaftler 
nach Alternativen für Antikörper gesucht. 

Die Suche nach alternativen Bindungspartnern, 
die keine Antikörper sind, hat sich vielfach auf be- 
stimmte Strukturdomänen von Proteinen konzent- 
riert. Da schon viele verschiedene Proteine kristal- 
lisiert wurden und ihre Struktur bekannt ist, kann 
man entsprechend viele verschiedene Bindungsdo- 
mänen vergleichen. Die Bindungsdomänen einer 
Proteinfamilie weisen die gleiche Grundstruktur auf 
wie ß-Barrel oder Drei-Helix-Bündel (Abb. 11.14). 
Um neue Bindungsdomänen zu erzeugen, wählt 
man ein Bindungsprotein mit bekannter Struktur 
aus und stellt fest, welche Aminosäurereste mit der 
Bindung in Zusammenhang stehen. Dann modifi- 
ziert man dieses Bindungsprotein durch Mutation 
dieser Reste und führt einen Test auf neue Bin- 
dungspartner durch. Man hofft, durch diese zielge- 
richtete Evolution neue, leichter isolierbare Proteine 
zu finden, durch die sich Arzneimittel gezielt auf 
bestimmte Zielzellen des menschlichen Körpers aus- 
richten lassen. 


Die Konstruktion von Bindungsproteinen für ver- 
schiedene Zwecke befindet sich noch in der Ver- 
suchsphase. Eines Tages könnte es jedoch möglich 
sein, die unhandlichen Antikörper durch kleinere, 
stabilere Proteine zu ersetzen. 
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11.14 An der Protein-Protein-Bindung beteiligte Strukturdomänen 

Verschiedene Formen von Proteingerüsten, die als Gerüststruktur für Protein-bindende Agenzien verwendet werden. Die 
verwendeten Proteine sind (mit Angabe der ID-Nummer der Protein Data Bank): B-Sandwich (1FNA, Fibronectin); 6-Barrel 
(A-Kette von 1BBP, Lipocalin); Drei-Helix-Bündel (102N, SpA-Domäne); Repeat-Proteine (1MJO, AR-Protein); Peptidbin- 
der (Kette A von 1KWA, PDZ-Domäne); kleine Gerüste (Kette F von 1MEY, Zinkfingerprotein); Gerüste, die Peptide unter 
Spannung präsentieren (Kette A von 2TrX, Thioredoxin A); Proteingerüste mit intrinsischer Fluoreszenz (Kette A von 
1GFL, GFP) oder intrinsischer Enzymaktivität (1M40, ß-Lactamase); Protease-Inhibitoren (1ECY, Ecotin); und Gerüste mit 
Disulfidbindungen (Kette A von 1CMR, Skorpiongift). Nachdruck mit freundlicher Genehmigung aus: Binz und Plückthun 
(2005) Engineered proteins as specific binding reagents. Curr Opin Biotechnol 16: 459-469. 
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Einführung 


Unsere Umwelt diente stets als Quelle neuer Pro- 
dukte und als Inspiration zur Entwicklung neuer 
Technologien. Die menschliche Spezies weiß die 
Umwelt sehr erfolgreich für sich zu nutzen. Ebenso 
gut ist sie aber auch darin, die Umwelt für kurz- 
fristige Profite zu zerstören oder zu schädigen. Un- 
sere sichtbare Umwelt ist katalogisiert und kartiert, 
Gebiete in der Tiefsee oder im unzugänglichsten 
Dschungel sind jedoch nach wie vor weitgehend 
unbekannt. Selbst viele Teile der sichtbaren Umwelt 
beherbergen noch unbekannte Lebensformen, die 
mit bloßem Auge nicht sichtbar sind, wie Bakterien 
und Viren. Diese leben in der Luft, im Wasser und 
an Land. Viele von ihnen zeichnen sich durch einen 
einzigartigen Stoffwechsel aus und manche durch 
zuvor nicht gekannte Fähigkeiten. Zahlreiche Or- 
ganismen können in extremen Umgebungen leben, 
die man einst als zu heiß oder zu trocken für die 
Existenz von Leben erachtete. 

Schätzungen zufolge gibt es in der Biosphäre un- 
gefähr 10°! bis 10° Viruspartikel und damit eine Zeh- 
nerpotenz mehr als Wirtszellen. Die „Virosphäre“ 
(im Englischen spricht man bisweilen von virosphere) 
stellt wahrscheinlich die größte Quelle für neue Gene 
dar. Zu dem Zeitpunkt, als dieses Buch geschrie- 
ben wurde, hatte man erst zwischen 0,1 und 1 % 
der Mikroorganismen in Kultur gezüchtet. Selbst die 
Mehrzahl jener, die bei moderaten Temperaturen im 
Boden oder anderen gewöhnlichen Lebensräumen 
vorkommen, wurde nicht kultiviert. Neben der DNA 
in Lebensformen findet sich in der Umwelt auch 
noch jede Menge freie DNA, die ebenfalls als Quelle 
für neue Gene dienen könnte. Das Gebiet der Um- 
weltbiotechnologie hat die Erforschung dieser zuvor 
verborgenen Lebensformen und DNA revolutioniert. 
Welche Geheimnisse bergen sie? Welche neuen En- 
zyme und Proteine wird man finden? 

Heute werden molekularbiologische Techniken 
direkt auf die Umwelt angewendet, um Viren und 
Bakterien zu erforschen, die nicht in Kultur gezüch- 
tet werden. In der Hoffnung, neue Gene zu finden, 
werden routinemäßig mittels PCR zufällige Sequen- 
zen aus zahlreichen Umweltproben amplifiziert. Im 
Anschluss an die PCR wird die DNA sequenziert (zu 
PCR und Sequenzierung s. Kap.4). Mithilfe com- 
putergestützter Techniken wird dann ermittelt, ob 
diese (oder eine nahe verwandte) Sequenz bereits 
identifiziert ist oder ob es sich um eine völlig neue 
handelt (s. Kap. 8). Des Weiteren werden Microarrays 


erstellt, um die Zahl und Typen der in verschiede- 
nen Umwelten vorkommenden Mikroorganismen zu 
vergleichen (s. Kap. 8). Fast jede der in der ersten 
Hälfte dieses Buches erwähnten Methoden mit re- 
kombinanter DNA kann auf Proben aus der Umwelt 
angewandt werden. 

Die Umweltbiotechnologie lässt sich in verschie- 
dene Teilgebiete unterteilen. Dazu gehören die direkte 
Erforschung der Umwelt, Forschungen mit Fokus auf 
angewandte Techniken oder Forschungen, bei denen 
man Informationen aus der Umwelt auf anderen 
Gebieten anwendet. Dieses Kapitel befasst sich mit 
direkten Analysen der Umwelt und mit den natürli- 
chen biochemischen Prozessen. In späteren Kapiteln 
werden auch Forschungen über angewandte Techni- 
ken oder Ergebnisse aus der Umweltforschung mit 
praktischer Anwendungsmöglichkeit behandelt. Bei 
der Untersuchung verschiedener Umwelten könn- 
ten neue Lebensformen, neue Stoffwechselwege oder 
einzelne neue Gene entdeckt werden. Die Techniken 
der Genomik haben dieses sich rasch ausdehnende 
Gebiet revolutioniert. 


Unsere Umwelt beherbergt zahlreiche unsichtbare 
Lebensformen wie Viren, Bakterien oder sonstige 
„genetische Einheiten“ (s. Kap. 4). 


Identifizieren neuer Gene 
mittels Metagenomik 


Als Metagenomik bezeichnet man die Erforschung 
des Genoms ganzer Lebensgemeinschaften mikros- 
kopischer Lebensformen. Zu den angewandten gene- 
tischen Methoden gehören unter anderem shotgun- 
DNA-Sequenzierung, PCR und RT-PCR. Manchmal 
können im Rahmen solcher Forschungen Mikroor- 
ganismen, Viren oder freie DNA in der natürlichen 
Umwelt identifiziert werden, indem man Gene oder 
DNA-Sequenzen dieser Organismen findet. Die Me- 
tagenomik baut auf das Wissen auf, dass alle Ge- 
schöpfe Nucleinsäuren besitzen, die für verschiedene 
Proteinprodukte codieren. Daher muss man die Or- 
ganismen nicht unbedingt kultivieren, sondern kann 
sie auch anhand einer bestimmten Gensequenz, eines 
bestimmten Proteins oder Metaboliten erkennen. Die 
Vorsilbe Meta- bedeutend „umfassender“ und wird 
beispielsweise auch bei der Metaanalyse verwendet, 
wobei mehrere getrennte Analysen statistisch kombi- 
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niert werden. Die Herangehensweise in der Metage- 
nomik gleicht der in der Genomik. Der Unterschied 
zwischen Genomik und Metagenomik liegt in der 
Natur der Proben. 

Bei der Genomik steht ein Organismus im Mit- 
telpunkt, die Metagenomik befasst sich hingegen mit 
einem Gemisch von DNA mehrerer Organismen, 
„genetischer Einheiten“ (d.h. Viren, Viroide, Plas- 
mide etc.) und/oder freier DNA. In der Metage- 
nomik erforschen, katalogisieren und analysieren 
Wissenschaftler die gegenwärtige Vielfalt an Mikro- 
organismen. Sie entdecken neue Proteine, Enzyme 
und biochemische Reaktionswege. Zudem hoffen sie, 
Einblicke in die Eigenschaften und Funktionen der 
neuen Organismen liefern zu können. Die durch die 
Metagenomik gesammelten Erkenntnisse haben das 
Potenzial, unseren Umgang mit der Umwelt zu unse- 
rem Nutzen oder Schaden zu beeinflussen. 

Mithilfe der Metagenomik wurden neue nützli- 
che Gene in der Umwelt entdeckt, beispielsweise für 
neue Antibiotika, Enzyme, die Schadstoffe abbauen, 
und Enzyme, die neue Produkte synthetisieren (Ta- 
belle 12.1). Auch in der Vergangenheit wurden durch 
Erforschung von Mikroorganismen aus der Umwelt 
zahlreiche nützliche Produkte entdeckt. Anfang des 
20. Jahrhunderts erforschte Selman Waksman Acti- 
nomyceten im Boden und entdeckte dabei das An- 
tibiotikum Streptomycin. In ähnlicher Weise wurde 
durch metagenomische Forschungen (per Zufall) ein 


weiteres Antibiotikum entdeckt, das Turbomycin. 
Auf der Suche nach Hämolysin-verwandten Genen 
im Boden unterzogen Wissenschaftler eine Meta- 
genombibliothek (s. weiter unten) einem Screening. 
Hämolysin ist ein bakterielles Toxin, das die Mem- 
branen dafür anfälliger Zellen durchlöchert. Durch 
die so entstandenen Poren kann der Zellinhalt aus- 
treten und die Zelle stirbt ab. Außerdem bewirkt Hä- 
molysin die Lyse roter Blutkörperchen und erzeugt 
eine klare Zone um eine Bakterienkolonie auf Blu- 
tagarplatten. Einige E. coli-Klone aus der Bibliothek 
wiesen eine dunkelrote oder orange Färbung auf. Bei 
weiterer Analyse dieser Klone fand man die beiden 
neuen Antibiotika Turbomycin A und B (Abb. 12.1). 
Es wurden auch neue biologische Abbauwege in 
Bakterien festgestellt, die kontaminierte Flächen 
bewohnen. In Bakterien, die diese Schadstoffe als 
Energiequelle nutzen, identifizierte man Enzyme, 
welche die toxischen Wirkungen von Schadstoffen 
auf Erdölbasis reduzieren. Selbst Bakterien, die in 
radioaktiv verseuchten Umgebungen gedeihen, wur- 
den entdeckt. 


Die Metagenomik erforscht die Genome ganzer 
Lebensgemeinschaften mikroskopischer Lebens- 
formen. Durch Analysen von DNA-Proben aus der 
Umwelt konnte man zahlreiche neue Proteine iden- 
tifizieren. 


Tabelle 12.1 Durch gene mining identifizierte Gene und Proteine 


Esterasen 


Lipasen 


hypersaline anoxische Tiefseebecken im Mittelmeer 


Bodenproben aus der Umgebung der Universität Göttingen; Bodenproben der landwirt- 


schaftlichen Forschungsstation Madison, Wisconsin, USA 


Amylasen 


Bodenproben aus der Umgebung der Universität Göttingen; Bodenproben der landwirt- 


schaftlichen Forschungsstation Madison, Wisconsin, USA 


Chitinasen 

Antibiotika 
Turbomycin A und B 
Polyketid-Synthasen 


Vitaminbiosynthese 


Brackwasser und Wasser aus den Küstengewässern der Delaware Bay, USA 


Bodenproben der landwirtschaftlichen Forschungsstation Madison, Wisconsin, USA 
Bodenprobe von einem Acker in La Cote Saint Andre, Isere, Frankreich 


mit Avidin angereicherter Waldboden aus der Umgebung von Göttingen; sandiger Boden 


von einem Strand bei Kavala, Griechenland; Vulkanerde vom Mt. Hood, Oregon, USA 


4-Hydroxybutyrat- 


Dehydrogenase dem Flusstal der Nieme 


Bodenproben von einem Zuckerrübenfeld bei Göttingen, einer Wiese bei Northeim und aus 
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auf einer Blutagarplatte ausplattierte Metagenombibliothek 


drei neue gefärbte Klone 


klare Zone um eine 
E. coli-Kolonie aufgrund 


der Hämolyseaktivität Isolierung und 
Sequenzierung der DNA 
g g neue Gene 
aus braunen RE 
E. coli-Kolonien an 
; Antibiotika- 
syntheseweg 


Identifikation des braunen 
Pigments durch Fraktionierung 


rot 
Turbomycin B 


12.1 In einer Metagenombibliothek entdeckte neue Antibiotika 

Beim Screening einer Metagenombibliothek auf Hämolyseaktivität stellte man drei dunkelbraun gefärbte £. co/i-Kolonien 
fest. Der sezernierte Farbstoff erwies sich als Gemisch aus zwei verschiedenen Pigmenten (rot und orange). Die reinen 
Pigmente zeigen eine starke antimikrobielle Wirkung gegen grampositive und gramnegative Bakterien. Durch Sequenzie- 
rung des klonierten Inserts konnte man die für die Synthese der Antibiotika verantwortlichen Gene identifizieren. Verän- 
dert aus Gillespie et a/ (2002). Appl Environ Microbiol 68 (9): 4301-4306. 
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Anreicherung der Kulturen 
für Umweltproben 


Da eine Metagenombibliothek nur so gut ist wie 
ihr Inhalt, versucht man das Ausgangsmaterial für 
metagenomische Forschungen mit verschiedenen 
Methoden zu verbessern. Zu den Methoden der An- 
reicherung zählen beispielsweise die Markierung mit 
stabilen Isotopen (engl. stable isotope probing, SIP), 
BrdU-Anreicherung und suppressive Subtraktions- 
hybridisierung. 

Die als stable isotope probing (SIP) bezeichnete 
Methode der Markierung mit stabilen Isotopen wurde 
ursprünglich entwickelt, um Einkohlenstoffverbin- 
dungen während ihres Metabolismus durch kulti- 
vierte Methylotrophe (Bakterien, die auf Einkohlen- 
stoffverbindungen wachsen) zu verfolgen. Während 
des Wachstums der Bakterien konnten markierte 
Vorstufen der Kohlenstoffverbindungen bis in Fett- 
säuren verfolgt werden. Diese Methode wurde dann 
so angepasst, dass man sie auf Umweltproben anwen- 
den konnte, die zum Erstellen von Metagenombib- 
liotheken gesammelt wurden. Dazu wird eine Was- 
ser- oder Bodenprobe aus der Umwelt zunächst mit 
einer Vorstufe wie Methanol, Phenol, Carbonat oder 
Ammoniak vermischt, die mit einem stabilen Isotop 
wie PN, PC oder '8O markiert wurden (Abb. 12.2). 
Wenn die Organismen in der Probe das Vorstufen- 
substrat verstoffwechseln, wird das stabile Isotop in 
ihr Genom eingebaut. Bei der anschließenden Isolie- 
rung und Trennung der DNA durch Zentrifugation 
erweisen sich die Genome, die das markierte Substrat 
eingebaut haben, als „schwerer“ und können von der 
anderen DNA in der Probe abgetrennt werden. Die 
schwerere DNA wandert während der Zentrifugation 
in einem Cäsiumchloridgradienten weiter. Wie wei- 
ter unten beschrieben, kann die DNA direkt zur Her- 
stellung einer Metagenombibliothek verwendet oder 
in Vektoren kloniert werden. Als besonders nützlich 
erweist sich diese Technik bei der Suche nach neuen 
Organismen, die Schadstoffe abbauen können wie 
Phenol in dem abgebildeten Beispiel. 

Bei einer verwandten Technik zur Anreicherung 
der DNA sich aktiv vermehrender Bakterien in einer 
Umweltprobe wird 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) 
hinzugegeben. Diese Substanz wird nicht nur in ei- 
nen Teil der Stoffwechselprodukte der Bakterien ein- 
gebaut, sondern in die DNA und RNA sämtlicher 
Bakterien oder Viren, die sich aktiv vermehren. Man 
beachte, dass weder abgetötete oder dormante Bak- 
terien oder Viren noch freie DNA durch diese Me- 


thode markiert werden. Wie zuvor wird die Boden- 
oder Wasserprobe isoliert und mit BrdU inkubiert. 
Sämtliche Bakterien, die sich aktiv vermehren, neh- 
men das Nucleotidanalogon auf und bauen es in ihre 
DNA ein. Anschließend wird die BrdU-markierte 
DNA isoliert; dies erfolgt entweder mit Antikörpern 
gegen BrdU oder durch Dichtegradientenzentrifuga- 
tion (s. Abb. 12.2). 

RNA-SIP zielt darauf ab, RNA (nicht DNA) aus 
einer Umweltprobe zu isolieren. SSU-rRNA (engl. 
small subunit ribosomal RNA), also die 16S-rRNA 
von Bakterien oder die 18S-rRNA von Eukaryoten, 
eignet sich hervorragend als Biomarker, denn sie ist 
essenziell fiir alles zellulare Leben. Sie kommt in Zel- 
len in großen Mengen vor und ist bei verschiedenen 
Arten variabel. Außerdem gibt es eine riesige Daten- 
bank verschiedener SSU-rRNA-Sequenzen, die eine 
Identifikation relativ einfach machen. Beim RNA-SIP 
wird die SSU-rRNA in der Umweltprobe markiert. 
Wie zuvor beschrieben, werden den Proben dazu 
13C-markierte Vorstufen bereitgestellt. Diese werden 
unabhängig von der Zellteilung in die SSU-rRNA 
eingebaut, weil ribosomale RNA in sämtlichen Zel- 
len produziert wird, die Proteine synthetisieren und 
nicht nur in Zellen während der Replikation. Diese 
Technik liefert sowohl Informationen über dormante 
Bakterien als auch über solche, die aktiver sind. Ähn- 
lich wie zuvor wird die RNA isoliert und mittels 
Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Die 
rRNA-Banden aggregieren bei der Zentrifugation 
meist dicht beieinander. Daher müssen die Fraktio- 
nen wiederholt aufgetrennt werden. Auch die zuletzt 
übrig bleibende SSU-rRNA-Fraktion kann noch Spu- 
ren von kontaminierenden, nichtmarkierten rRNAs 
enthalten, sodass man bei deren Beurteilung sehr 
vorsichtig sein muss. 

Mittels RNA-SIP lassen sich viele verschiedene 
Mikroorganismen in Umweltproben nachweisen. 
So hat man beispielsweise Wasser aus einer aero- 
ben industriellen Abwasseraufbereitungsanlage auf 
Phenol-abbauende Mikroorganismen hin analysiert. 
Dazu wurde das Wasser mit '’C-markiertem Phenol 
inkubiert und die SSU-rRNA durch Zentrifugation 
isoliert. Anschließend wurden die rRNAs isoliert und 
mittels RT-PCR, gefolgt von einer denaturierenden 
Gradienten-Gelelektrophorese amplifiziert. Die Ban- 
den wurden massenspektrometrisch analysiert, um 
die häufigste rRNA-Sequenz zu ermitteln. Interes- 
santerweise stellte sich ein Organismus der Gattung 
Thauera aus der Gruppe der ß-Proteobakterien als 
sehr häufig heraus, obwohl man diesen gewöhnlich 
unter denitrifizierenden Bedingungen findet. Vorher 
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methanotrophe Bakterien alle sich aktiv vermehrenden 
bauen CH, ein Bakterien bauen BrdU ein 


Isolieren der DNA 


12.2 Stable isotope probing 

und BrdU-Anreicherung Zentrifugation 
Umweltproben können für be- A 
stimmte Bakterienpopulationen ii. 
angereichert werden, indem man 

sie mit einer markierten Vorstufe 12 

wie '3C-Methan (links) oder BrdU a a EON SG A 
(rechts) markiert. Nach Isolierung x 


13C- BrdU-DNA 
der DNA aus der Probe kann CDNA iaa 


„Immunocapture” 


man die markierte DNA mittels (Methano- See sammelt nur 
Zentrifugation oder „Immunocap- trophe) BrdU-markierte DNA 
ture“ von der übrigen Boden-DNA 

abtrennen. 


12.3 Suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH) 

Zu Beginn der SSH teilt man die Probe in zwei Hälften auf und gibt jeweils zwei verschiedene Linker hinzu. Anschließend 
vermischt man beide mit einer großen Menge normaler DNA, wodurch reichlich Tester:Driver-Heterohybride entstehen 
(die rosa/violett gefärbten Stränge). Jede Probe enthält nach wie vor einige einzelsträngige Abschnitte, die keinen kom- 
plementären Strang gefunden haben, darunter auch einige normale oder Driver-DNA und einige Tester-DNA mit einem 
Linker. Nun werden die beiden Pools vermischt (zu diesem Zeitpunkt liegen sie nicht denaturiert vor). Die einzelsträngi- 
gen Abschnitte von Tester A und Tester B lagern sich aneinander und bilden ein Hybridmolekül mit zwei verschiedenen 
Linkern auf jeder Seite. Durch Auffüllen der einzelsträngigen Bereiche wird der gesamte Pool für die PCR vorbereitet. 
Dann fügt man die Primer zu den beiden verschiedenen Linkern hinzu. Durch die PCR werden nur die Tester A:Tester B- 
Heterohybride amplifiziert, weil den anderen Hybriden entweder eine Primer-Bindungsstelle fehlt oder über den Linker ein 
self-annealing erfolgt und sie eine Schleifenstruktur bilden. 
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Tester A Driver Tester B 
die Hälfte der DNA aus der DNA aus normalem Boden die Hälfte der DNA aus der 
kontaminierten Bodenprobe (im Überschuss) kontaminierten Bodenprobe 
mit Linker A mit Linker B 


III 4a if —m 


III 


III 


III 


Vermischen, Denaturierung, Vermischen, Denaturierung, 
Renaturierung Renaturierung 


MOE 


~ “ZIEL “ ZEILE 
-MT -MT 


einzigartige komplementäre 
Tester > — TT ——TTTTTTTT + _ einzigartige 
Sequenz Tester-B-Sequenz 


Vermischen, annealing mit ssDNA 


Auffüllen der Enden und Amplifikation des gesamten Gemischs mittels PCR 


PCR-Produkte 
Ausgangsprodukte 


TOOTH annealing der Linker aufgrund von 
THOT fehlende Primer-Bindungsstellen 


TUUUCeee Sequenz aus der 
TOT kontaminierten 
TORI nur eines wird i te Bodenprobe 
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war man davon ausgegangen, dass Pseudomonaden 
das Phenol abbauen. 

Bei einer anderen Technik zur Anreicherung von 
Kulturen, der suppressiven Subtraktionshybridisie- 
rung (SSH), macht man sich die genetischen Unter- 
schiede zwischen Proben aus verschiedenen Gebieten 
zunutze. Bei der normalen Subtraktionshybridisie- 
rung hybridisiert man zwei verschiedene Proben und 
entfernt die mRNA, die sich als gleich herausstellt; 
somit verbleibt nur noch jene mRNA, die sich in 
den beiden Proben unterscheidet (s. Kap. 3). Nach 
dem gleichen Prinzip funktioniert die SSH. Zunächst 
muss man zwei unterschiedliche Bedingungen schaf- 
fen. Beispielsweise kann man eine Bodenprobe von 
einem verseuchten Standort mit einer aus der Nähe, 
von einem nicht kontaminierten Boden, vergleichen. 
Die beiden Bodenproben werden einen unterschied- 
lichen Gehalt an Mikroorganismen aufweisen. Mik- 
roorganismen, die an der kontaminierten Stelle be- 
sonders häufig vorkommen, verarbeiten den Schad- 
stoff möglicherweise in ihrem Stoffwechsel. 

Nach Isolation der DNA der beiden Proben dient 
die kontaminierte Bodenprobe als sogenannte Tester- 
DNA, die Probe des „normalen“ Bodens als Driver. 
Die Tester-DNA wird aufgeteilt in zwei Hälften; an de- 
ren Enden werden jeweils verschiedene Linker gekop- 
pelt, sodass sich ein Tester A und ein Tester B ergeben. 
Anschließend werden Tester A (mit Linker A), Tester 
B (mit Linker B) und Driver-DNA gemischt, denatu- 
riert, um Einzelstränge zu erhalten, und danach neu 
hybridisiert. Die Driver-DNA liegt gegenüber den Tes- 
tern im Überschuss vor. Das gewährleistet, dass DNA- 
Fragmente von Bakterien außerhalb des kontaminier- 
ten Bereichs in größerer Zahl vorliegen als Bakterien 
von der kontaminierten Stelle. Die Driver-DNA bildet 
durch annealing mit allen häufigen DNA-Fragmenten 
doppelsträngige Hybride, von denen jeweils nur ein 
Strang mit dem Linker gekoppelt ist. Sämtliche einzig- 
artige Tester-DNA, die in dem nicht kontaminierten 
Boden nicht vorkommt, kann ungehindert mit sich 
selbst hybridisieren und A:A-, B:B- oder A:B-Hybride 
bilden. Dem Hybridisierungsgemisch werden noch 
zusätzlich PCR-Primer beigefügt; ein Primer erkennt 
Linker A, der andere Linker B. Wie in Abbildung 12.3 
zu sehen, werden durch die PCR ausschließlich 
Tester: Tester-Hybride amplifiziert. Da A:A- und B:B- 
Hybride gegenläufige Linker aufweisen, bilden diese 
Hybride während des annealing eine pfannenähnliche 
Struktur und werden bei der PCR nicht amplifiziert. Es 
erfolgt also nur eine Amplifikation der A:B-Hybride, 
und diese repräsentieren einzigartige Sequenzen, die 
sich nur in der kontaminierten Probe finden. 


Beim stable isotope probing (SIP) werden einer 
Umweltprobe schwere Isotope zugefügt. Dadurch 
lassen sich Bakterien oder Viren, die sich aktiv 
vermehren, von den übrigen Organismen unter- 
scheiden. 

RNA-SIP ähnelt SIP, nur werden hierbei die 
schweren Isotope in die SSU-rRNA eingebaut. Für 
diese Sequenzen müssen die Organismen keine 
Zellteilung durchmachen, sie müssen aber metabo- 
lisch aktiv sein. 

Mit der suppressiven Subtraktionshybridisierung 
(SSH) kann man in zwei verschiedenen Proben 
vorhandene Mikroorganismen vergleichen; dazu 
eliminiert man identische DNA und unterzieht die 
einzigartigen Sequenzen einer genaueren Analyse. 


Sequenzabhängige Techniken 
in der Metagenomik 


Früher wurden die sequenzabhängigen Techniken in 
der Metagenomik direkt an kultivierten Proben aus 
der Umwelt durchgeführt. Im Jahr 1985 sequenzierten 
Pace und Kollegen die 5S- und 16S-rRNA-Gensequen- 
zen direkt an Umweltproben ohne Kultur. Zu jener 
Zeit war dies technisch schwierig. Einfacher gestaltete 
sich die Analyse spezifischer Organismengruppen ab 
Anfang der 1990er-Jahre, als mehr und mehr die PCR- 
Techniken Einzug hielten. Mithilfe von PCR-Primern, 
die spezifisch fiir 16S-rRNA-Sequenzen waren, identi- 
fizierten Wissenschaftler die verschiedenen Organis- 
men in einer Umweltprobe. Diese Techniken setzen 
gewisse Kenntnisse der Sequenzen voraus. Überdies 
lässt sich ein neuer Organismus mit dieser Methode 
nur anhand seiner 16S-rRNA-Sequenz identifizieren. 
Über die Physiologie oder Genetik des Organismus 
erhält man dadurch keine Informationen. 

Durch das Erstellen von Metagenombibliothe- 
ken kann man die gesamte genetische Ausstattung 
neu entdeckter Lebensformen identifizieren, ohne 
diese vorher kultivieren zu müssen. Aus der Ge- 
nomsequenz kann man dann die Physiologie und 
Funktion des Organismus ableiten. Dazu isoliert man 
DNA (oder RNA) aus der Umwelt (in einigen Fällen 
erfolgt noch eine Anreicherung, wie zuvor beschrie- 
ben). Anschließend erstellt man aus der DNA, die 
ein Gemisch von Fragmenten zahlreicher Genome 
darstellt, eine Bibliothek. Solche Bibliotheken ähneln 
herkömmlichen Genombibliotheken, mit der Aus- 
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nahme, dass die Ausgangs-DNA Sequenzen vieler 
verschiedener Organismen enthält und nicht nur die 
eines einzigen. 

Im Grunde kloniert man die gesamte aus einer 
Umweltprobe isolierte DNA in einen Plasmidvektor 
und überführt diese Konstrukte in Escherichia coli. 
Natürlich gelten für diese Bibliothek die gleichen 
Permutationen wie für eine Bibliothek aus nur einem 
einzigen Genom. Große DNA-Fragmente können in 
künstliche Bakterienchromosomen (BACs, bacterial 
artificial chromosomes) kloniert werden, kleine Ab- 
schnitte in Plasmide. Um festzustellen, ob ein be- 
stimmtes Enzym oder Protein in der Bibliothek vor- 
handen ist, kann man die DNA aus der Umweltprobe 
in Expressionsvektoren klonieren. Aus Umweltpro- 
ben isolierte mRNA kann man auch vor dem Klonie- 


Umweltprobe 


Anreicherung der Kultur 


Extraktion der | 
Nucleinsäuren 


mRNA DNA 


Metatranskriptomik 


Metagenomik 


ren mithilfe von Reverse Transkriptase in cDNA kon- 
vertieren. Fine solche cDNA-Bibliothek repräsentiert 
Gene, die in der Umwelt aktiv exprimiert werden. 
Durch diese Methode vermeidet man eine Klonie- 
rung nichtcodierender DNA. Natürlich gelten die 
gleichen Vorbehalte: Die Bibliothek ist immer nur so 
gut wie ihre Ausgangs-DNA oder -mRNA. Ist diese 
verunreinigt oder in kleine Stücke zerschnitten, ist 
die Bibliothek wertlos. Außerdem kann es vorkom- 
men, dass ein Teil der DNA aus der Umweltprobe 
nicht in der Bibliothek repräsentiert ist, weil er sich 
nicht isolieren lässt. 

Man kann Metagenombibliotheken sequenzieren, 
um neue Gene zu finden, oder auf neue Proteinfunk- 
tionen analysieren (Abb. 12.4). Viele Umweltbiologen 
wollen neue Enzyme entwickeln oder finden, die 


auf der Sequenz 
basierende Analysen 


= direkte Sequenzierung 
_ der gesamten Bibliothek 


auf der Aktivität 
basierende Analysen 


genspezifische PCR 
Microarrays 
Integronanalyse 


Klon der gesamten Sequenz 


Expression der 
offenen Leseraster in 
geeignetem Wirt 


= Expressionsanalyse 
+ Phagen-Biopanning 
+ Differential Display 


FISH « „Genfallen” 
RT-PCR + SIP 

in situ-PCR 

»phylogenetische Anker” 


12.4 Techniken fiir die Analyse 
von Umweltproben 

Aus Umweltproben isolierte DNA 
oder mRNA kann man mit vielen 
verschiedenen Techniken analysie- 
ren. Sämtliche Methoden laufen 
darauf hinaus, das Genprodukt und 
dessen Funktion in der Umwelt zu 
ermitteln. 


Gen- 
produkt 


344 _ Umweltbiotechnologie 


Schadstoffe oder verunreinigende Substanzen ab- 
bauen. Durch Screening der Bibliothek mit einer Se- 
quenz, die konservierte Domänen bekannter Enzyme 
enthält, kann man neue Enzyme finden. Auf ähnli- 
che Weise kann man mithilfe von PCR-Primern für 
konservierte Domänen bekannter Enzyme nie zuvor 
identifizierte Gene aus der Bibliothek amplifizieren. 
So ermöglichen beispielsweise aromatische Oxygena- 
sen den Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe, wie 
sie in Erdöl und Kohle vorkommen. Diese Schad- 
stoffe werden von verschiedenen Organismen abge- 
baut. Deren Gene und die daran beteiligten Reakti- 
onswege bilden wesentliche Ziele für das sogenannte 
Stoffwechsel-Engineering (engl. pathway engineering 
oder auch metabolic engineering; s.Kap.13). Durch 
Verwendung von PCR-Primern für konservierte Re- 
gionen bekannter aromatischer Oxygenasen kann 
man die Gene für neue (aber verwandte) Oxygenasen 
in den Umweltproben identifizieren. 

Auf der Sequenz beruhende Analysen für Meta- 
genombibliotheken sind beispielsweise Microarrays 
(s. Kap. 8), FISH (s. Kap. 3), RT-PCR (s. Kap. 4), Se- 
quenzierung mithilfe von ,,phylogenetischen Ankern“ 
(engl. phylogenetic anchors) und Integronanalyse (s. 
unten). Für die Sequenzierung mit phylogenetischen 
Ankern identifiziert man zunächst die Sequenz eines 
bekannten Gens. Oft wird als Erstes ein Markergen 
wie das 16S-rRNA-Gen identifiziert, anschließend 
erfolgt dann die Sequenzierung der Regionen strom- 
aufwärts und stromabwärts des Markers. 


Exkurs 12.1 


So hat man beispielsweise eine 16S-rRNA-Se- 
quenz aus Meerwasser als spezifisches Genomfrag- 
ment von y-Proteobakterien identifiziert. Dem 16S- 
rRNA-Gen benachbart befand sich ein Gen, das dem 
für Bacteriorhodopsin ähnelte, einer Transmembran- 
protonenpumpe, die auf Licht reagiert. Ursprünglich 
dachte man, die Gene für Bacteriorhodopsine exis- 
tierten nur bei Archaea. Wie diese Analyse zeigte, 
weisen andere Meeresbewohner ähnliche Gene auf. 

Auch mit Microarrays kann man Typen und An- 
zahl verschiedener Organismen in einer Umwelt- 
probe ermitteln. Dazu erstellt man zunächst einen 
Microarray aus einzigartigen Sequenzen bekannter 
Organismen. Auf diesen wird dann die fluoreszenz- 
markierte DNA aus der Umweltprobe hybridisiert. 
Die Ergebnisse können bestätigen, ob ein bestimmtes 
Bakterium, Virus oder Gen vorhanden ist oder nicht; 
die relative Häufigkeit kann man anhand der Intensi- 
tät der Fluoreszenz feststellen. Ähnliche Informatio- 
nen erhält man mittels FISH und RT-PCR. Hier wird 
die DNA der Umweltprobe nur mit wenigen Sonden 
beziehungsweise Primern analysiert. Die Ergebnisse 
sind sehr viel direkter und darauf ausgerichtet, be- 
kannte Organismen zu identifizieren. 

Mit der Integronanalyse (engl. integron analysis) 
kann man offene Leseraster feststellen, die von In- 
tegrons verwendet werden; damit lassen sich mehr 
neue, bislang unbekannte Gene identifizieren als mit 
den bisher genannten Techniken (Abb. 12.5). Integ- 
rons sind verwandt mit Transposons (s. Kap. 1) und 


Sequenzierung der Sargasso-See 


Im Jahr 2004 veröffentlichte das Wissenschaftsmagazin 
Science eine der umfassendsten Metagenomanalysen 
(Science 304: 66-74). Craig Venter (der mit seiner Firma 
das menschliche Genom sequerzierte) setzte sich in ei- 
nem großangelegten Unterfangen zum Ziel, die aus der 
Sargasso-See isolierte DNA zu sequenzieren. Die Sar- 
gasso-See ist ein Bereich des Nordatlantik mit relativ 
hohem Salzgehalt. Daher vermutete man hier eine gerin- 
gere Biodiversität. Auf einer Fahrt mit seinem Segelboot 
entnahm er an verschiedenen Stellen in rund anderthalb 
Metern Tiefe Wasserproben. Nach dreimaligem Filtern 
mit jeweils immer feineren Filtern wurden die Wasser- 
proben eingefroren. Die Filter sandte er von Zeit zu Zeit 
zur DNA-Sequenzierung nach Maryland. Dort wurde die 
DNA extrahiert und mit hohem Druck durch eine kleine 
Öffnung gepresst, um sie in kleine Abschnitte zu zer- 
legen. Ähnlich wie bei der Analyse des menschlichen 


Genoms wandte Venters Forschungsgruppe die Methode 
der shotgun-Sequenzierung an und ließ die überlappenden 
Sequenzabschnitte dann per Computer zusammensetzen. 
Wie sich bei diesen Analysen herausstellte, weist die 
Sargasso-See mit rund 1800 verschiedenen Arten von 
Mikroorganismen einen höheren Artenreichtum auf, als 
erwartet. Gefunden wurden 150 neue Arten von Bakterien 
und Archaea sowie über 1,2 Millionen neue Gene. Inter- 
essanterweise entdeckten die Wissenschaftler auch mehr 
als 700 verschiedene Bacteriorhodopsingene. Mithilfe von 
Bacteriorhodopsin machen sich Bakterien die Energie des 
Lichtes zunutze; es ist nahe verwandt mit Rhodopsin, dem 
lichtempfindlichen Protein in den Augen von Säugetieren. 
Die bei diesen Forschungen ermittelten Sequenzen sind 
für alle Interessierten kostenlos online abrufbar auf der 
Webseite des National Center for Biotechnology Informa- 
tion (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 


Sequenzabhängige Techniken in der Metagenomik 
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von besonderer Bedeutung für die Ausbreitung von 
Genen für Antibiotikaresistenz und andere Eigen- 
schaften, durch die der Wirt in einer bestimmten 
Umgebung einen Wachstumsvorteil erlangt. Bei In- 
tegrons handelt es sich um genetische Elemente mit 
einer Erkennungsstelle (attI) für den Einbau eines als 
Genkassette bezeichneten DNA-Abschnitts, einem 
Promotor zur Expression der Genkassette (P.) und 
einem Gen für Integrase (intI) - das Enzym, wel- 
ches die Rekombination der Genkassette in das In- 
tegron bewirkt. Genkassetten sind DNA-Abschnitte 
mit einem oder zwei offenen Leserastern (ORF, engl. 
open reading frame) ohne Promotoren, flankiert von 
59-Basen-Elementen (59-be, auch als attC-Stellen 
bezeichnet). Wenn die Integrase die 59-be-Sequenz 
erkennt, schneidet sie die Genkassette heraus und 


Integron (ohne Genkassette) 


baut sie stromabwärts des P.-Promotors ein. Das 
ermöglicht die Expression des offenen Leserasters in 
Protein. Die 59-be-Sequenzen können unterschied- 
lich lang sein, müssen jedoch eine sieben Nucleotide 
umfassende konservierte Sequenz enthalten. 

Die Genkassetten sind der interessante Teil des 
Szenarios und der Schlüssel zur Integronanalyse. 
Erstmals identifiziert wurden Genkassetten, weil sie 
vielfach Antibiotikaresistenzgene codieren; sie kön- 
nen jedoch Gene aller Art codieren. Durch ein Scree- 
ning von Metagenombibliotheken mithilfe von PCR- 
Primern, welche die 59-be-Sequenzen erkennen, 
kann man diese offenen Leseraster amplifizieren. Mit 
dieser Methode konnte man neue Gene identifizie- 
ren, die mit denen für DNA-Glykosylasen, Phospho- 
transferasen und Methyltransferasen verwandt sind. 


Pe 
Integrasegen 
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Genkassette 
offenes 
Leseraster 
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Intl- 
Protein + 
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12.5 Integronanalyse 

Integrons sind genetische Elemente, 
die Genkassetten einbauen und ex- 
primieren. Ein Integron enthält drei 
Hauptbestandteile: Ein Integrasegen 
unter Kontrolle seines eigenen Pro- 
motors (Pin), eine att/-Sequenz zum 
Einbau der Genkassette und einen 
Promotor zur Expression der Gen- 
kassette (P,). Wenn die Integrase 
exprimiert wird, sucht sie das Ge- 
nom nach Genkassetten ab. Diese 
schneidet die Integrase dann heraus 
und baut sie an der att/-Sequenz in 
das Integron ein. Mithilfe von PCR- 
Primern für 59-be-Sequenzen kann 
man sämtliche offenen Leseraster in 
Genkassetten isolieren und potenzi- 
ell neue Gene identifizieren. 


Attl 
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Außerdem kann man so auch neue Antibiotikare- 
sistenzgene finden. Die Integronanalyse erweist sich 
ebenfalls als nützlich für die Erforschung der bak- 
teriellen Evolution und des Gentransfers, weil diese 
Elemente während der Konjugation von Bakterium 
zu Bakterium übertragen werden können. 


Mit Metagenombibliotheken kann man die gesamte 
genetische Ausstattung neu entdeckter Lebens- 
formen identifizieren, ohne dazu den Organismus 
kultivieren zu müssen. 

DNA aus Umweltproben kann man mit verschie- 
denen Methoden analysieren, zum Beispiel FISH, 
Microarrays, Sequenzierung und RT-PCR. 

Durch Analyse der an bekannte Gene angren- 
zenden Regionen kann man neue Gene mit vielen 
verschiedenen Funktionen identifizieren. Man 
spricht hier von einer Sequenzierung mithilfe „phy- 
logenetischer Anker“. 

Integrons ähneln Transposons, haben jedoch 
die Fähigkeit, Gene verschiedener Organismen ein- 
zufangen und diese auf andere zu übertragen. Bei 
einer Integronanalyse einer Metagenombibliothek 
wird mittels PCR die Sequenz zwischen den 59-be- 
Sequenzen amplifiziert, welche die vom Integron 
eingefangenen Gene erkennt. 


Auf Funktion oder Aktivität 
beruhende Umweltanalysen 


Neben den auf Sequenzen beruhenden Methoden 
kann man Metagenombibliotheken auch auf ver- 
schiedene Funktionen hin analysieren (Abb. 12.6). Zu 
den funktionellen Methoden gehören beispielsweise 
Expressionsanalysen mit verschiedenen „Genfallen“ 
(engl. genetic traps) und das Phagen-Biopanning. 
Selbst die bereits beschriebene Methode des stable 
isotope probing könnte man als funktionsbasierte Me- 
thode kategorisieren, sofern es sich bei dem mar- 
kierten Substrat um einen spezifischen Metaboliten 
handelt, der die Kultur auf Basis der Stoffwechsel- 
funktion anreichert. Der Analyse einer Metagenom- 
bibliothek durch Sequenzierung sind Grenzen ge- 
setzt. Zum einen lässt sich die Funktion zahlreicher 
Gene fremder Organismen nicht von deren Sequenz 
ableiten. Zum anderen kann es vorkommen, dass 
man eine völlig neue Klasse von Genen gar nicht 
findet, wenn man nur mit bekannten Genen nach 
neuen Mitgliedern einer Genfamilie sucht. Für die 


Suche nach Enzymen, die Bacteriorhodopsin ähneln, 
würden Wissenschaftler zur Analyse der Bibliothek 
beispielsweise Primer verwenden, die bekannten 
Bacteriorhodopsinen gleichen. Damit würden sie si- 
cher einige Gene identifizieren, andere jedoch nicht, 
wenn ihre Sequenzen zu sehr abweichen. Bei einer 
Analyse dieser Bibliothek auf Protonenpumpen, die 
auf Licht reagieren, würde man hingegen sämtliche 
Enzyme identifizieren, die diese Funktion erfüllen, 
ganz gleich, welche Sequenz sie aufweisen. 

Die Expressionsanalyse ist von der Wahl des Ex- 
pressionsvektors abhängig. Die Expression von Pro- 
teinen aus metagenomischen DNA-Fragmenten er- 
folgt, wenn man diese in einen Vektor mit Start- und 
Stoppsequenzen für die Transkription und Trans- 
lation kloniert. Anschließend muss man sich einen 
einfachen Test für die Zielfunktion ausdenken. Bei- 
spielsweise kann man die Bibliotheksklone auf ei- 
nem bestimmten toxischen Schadstoff ausplattieren. 
Wenn eines der Bibliotheksinserts für ein Enzym co- 
diert, das den Schadstoff abbaut, wird dieser spezielle 
Bibliotheksklon wachsen. Das DNA-Insert kann man 
dann isolieren und sequenzieren. 

Für eine weitere funktionelle Analyse verknüpft 
man metagenomische DNA „in frame“ mit einem 
Gen für grün fluoreszierendes Protein (GFP), dem 
der Promotor fehlt. Die Gene vieler Enzyme werden 
durch deren eigene Substrate angeschaltet. Wird die- 
ser Typ Gen vor ein Promotor-loses GFP kloniert, so 
erfolgt die Regulation des GFP-Gens durch dasselbe 
Substrat. Ist das interessierende Substrat im Wachs- 
tumsmedium für die Bibliothek enthalten, werden 
sämtliche Klone mit Genen, die durch das Substrat 
aktiviert werden, ebenfalls GFP produzieren. Dies 
zeigt sich in einer grünen Fluoreszenz der Zellen. 
Eine schnelle und einfache Möglichkeit zur Isolie- 
rung der fluoreszierenden Klone bietet die Durch- 
flusscytometrie (FACS, s. Kap. 6). 

Das größte Hindernis für funktionsbasierte Analy- 
sen ist eine erfolgreiche Genexpression. Den Wirtsor- 
ganismus (z.B. E. coli ) zur Expression fremder Gene zu 
veranlassen, ist eine Art Glücksspiel: Manche Genpro- 
dukte wirken toxisch auf den Wirtsorganismus, manche 
benötigen zur Expression andere Faktoren, und wieder 
andere haben vielleicht eine sehr geringe Aktivität. Ein 
weiteres Problem stellt ganz einfach die Menge dar. 
Gewöhnlich ist die Zahl potenzieller Klone, die ein ge- 
wünschtes Gen enthalten, gering; daher müssen riesige 
Mengen von Klonen analysiert werden, um nur ein 
oder zwei Gene zu identifizieren. So wurden beispiels- 
weise die Lipasen, die in Bodenproben aus Deutsch- 
land identifiziert wurden (s. Tabelle 12.1), nur in einem 
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a Expressionsanalyse 


wachsende Kolonien besitzen 
Enzyme zum Abbau des Substrats 


b Assoziationsanalyse 


fluoreszierende Bakterienzelle 


J 


Substrat 


c Phagen-Biopanning 


Phage mit verschiedenen Peptiden der 
Metagenombibliothek an der Oberfläche 


| N 
i 


ul 


von 730000 Metagenomklonen gefunden. In einem 
anderen Fall fand man beim Screening von 1480000 
Klonen lediglich zwei neue Na*/H*-Antiporter. Aus 
diesem Grund sind die Methoden zur Anreicherung 
der Kultur ein bedeutender Aspekt beim Erstellen von 
Metagenombibliotheken (s. weiter vorne). 

Beim Phagen-Biopanning in der Metagenomik 
wird im Grunde die gleiche Methode angewandt 


> Bibliotheksinsert GFP = 


L> RAR 


a 


Produkt 


12.6 Auf der Funktion beruhende 
Methoden in der Metagenomik 

a Bei einer Expressionsanalyse 
(engl. expression screening) werden 
jene Klone identifiziert, die durch 
Verstoffwechslung eines bestimm- 
ten Substrats wachsen. Um das 
Wachstum anderer Bibliotheksklone 
zu unterdriicken, muss dieses 
Substrat die einzige Quelle für Koh- 
lenstoff, Stickstoff oder Schwefel 

in einem Minimalmedium sein. b 
Durch Assoziationsanalyse (engl. 
guilt-by-association) kann man ex- 
primierte Gene identifizieren, deren 
Produkte ein bestimmtes Substrat 
metabolisieren. Voraussetzung ist, 
dass der natürliche Promotor für 

die verantwortlichen Gene ebenfalls 
vorhanden ist, sofern die in die 
Bibliothek eingebaute Sequenz (Bib- 
liotheksinsert; engl. /ibrary insert) für 
die Verstoffwechslung des Substrats 
verantwortlich ist. Ist dieser Promo- 
tor aktiv, so kann er ein Reportergen 
wie gfp exprimieren, welches für das 
grün fluoreszierende Protein codiert. 
Positive Zellen können dann durch 
Durchflusscytometrie (FACS, engl. 
fluorescent activated cell sorting; 

s. Kap. 6) von den anderen isoliert 
werden. c Mittels Phagen-Biopan- 
ning kann man Proteinbindungs- 
partner identifizieren. Dazu werden 
Peptide aus einer Metagenombi- 
bliothek an ein Hüllprotein eines 
Bakteriophagen gekoppelt und auf 
dessen extrazellulärer Oberfläche 
exprimiert. Bringt man den Phagen 
mit dem interessierenden Bindungs- 
partner zusammen (immobilisiert an 
einer Glaskugel), binden jene Meta- 
genompeptide, die an das interessie- 
rende Protein binden, an die Kugel 
und lassen sich leicht vom Rest des 
Phagenklons isolieren. 


wie beim Phagen-Display (s. Kap. 9). Klonierte DNA- 
Inserts werden als Fusionsproteine mit einem Pha- 
genhüllprotein auf der Phagenoberfläche exprimiert. 
Weil die an der Oberfläche exprimierten Proteine 
nur Abschnitte von Fremdproteinen tragen, spielen 
die mit einer heterologen Expression einhergehen- 
den Probleme hier nur eine untergeordnete Rolle. 
Die klonierte DNA stammt von irgendwelchen in 
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der Umweltprobe enthaltenen Organismen. Somit 
könnten die exprimierten Proteinabschnitte Teil ei- 
nes Enzyms, eines Membranproteins usw. sein. Der 
Erfolg einer Phagen-Display-Bibliothek hängt daher 
von der Screening-Methode ab. Mittels Phagen-Bio- 
panning kann man beispielsweise Bindungspartner 
für einen bestimmten Schadstoff, Metaboliten oder 
selbst für ein anderes Protein identifizieren. Ist das 
Zielmolekül an einer Glaskugel immobilisiert, so 
werden sämtliche Phagen, die ein an das Zielprotein 
bindendes Proteinsegment tragen, an der Kugel haf- 
ten bleiben. Danach kann man den Phagen isolieren 
und das DNA-Insert sequenzieren, um die dafür ver- 
antwortliche Sequenz zu ermitteln. 


Durch Screening der metagenomischen Expressi- 
onsbibliothek auf eine bestimmte Funktion, wie das 
Wachstum auf einem Schadstoff, lassen sich neue 
Gene identifizieren, deren Produkte diesen Schad- 
stoff abbauen. 

Bei einer Expressionsanalyse ist die Metage- 
nombibliothek eine Expressionsbibliothek, d.h. der 
Vektor enthält die Initiations- und Terminations- 
sequenzen für die Transkription und Translation. 
Steht dem Bibliotheksklon zum Wachstum nur ein 
einziges Substrat zur Verfügung, so vermehren sich 
nur jene Klone, die das Substrat tatsächlich ver- 
stoffwechseln können. 

Assoziationsanalysen beruhen darauf, dass 
das Bibliotheksinsert die natürlichen Promotoren 
enthält, die vom Substrat reguliert werden. Wenn 
das Substrat seinen natürlichen Promotor aktiviert, 
enthalten die Vektorsequenzen ein Reportergen, 
das exprimiert wird. 

Durch Phagen-Biopanning lassen sich Probleme 
vermeiden, wie sie bei der Expression so vieler 
verschiedener Gene einer Metagenombibliothek 
entstehen. Durch diese Methode lassen sich neue 
Bindungspartner für ein bestimmtes Protein oder 
Substrat identifizieren. 


Ökologie und Metagenomik 


Wie in der Einführung erwähnt, werden in der Me- 
tagenomforschung in Umweltproben enthaltene Bak- 
terien, Viren und selbst einfache „genetische Ein- 
heiten“ analysiert. Die Ergebnisse dieser Forschun- 
gen können in vielen Bereichen von praktischem 
Nutzen sein, unter anderem auch in der ökologi- 
schen Forschung. So hat man beispielsweise mittels 
Metagenomtechniken die gesamte Genomsequenz 


symbiontischer Organismen ermittelt. Zum Beispiel 
leben Bakterien der Gattung Buchnera symbiontisch 
in Blattläusen. Diese Bakterien produzieren für die 
Blattläuse essenzielle Aminosäuren. Als Gegenleis- 
tung liefern die Blattläuse den Bakterien Kohlenstoff 
und Energiequellen. Diese Beziehung ist so verfloch- 
ten, dass keiner der beiden Organismen ohne den 
anderen leben kann. Die Bakterien haben so viele ih- 
rer ursprünglichen Funktionen eingebüßt, dass man 
sie beinahe als Organellen bezeichnen könnte. Da es 
keine Möglichkeit gibt, die Bakterien außerhalb von 
Blattläusen zu kultivieren, lässt sich keine herkömm- 
liche Genombibliothek erstellen. Daher erstellte und 
sequenzierte man stattdessen eine Metagenombib- 
liothek, die sowohl DNA der Blattläuse als auch 
von Buchnera enthielt. Das tatsächliche Ausmaß der 
wechselseitigen Abhängigkeit kam erst ans Licht, als 
man beide Genome analysierte. 

Ganz ähnlich ging man vor, als man das gesamte 
Genom von Bakterien aus Bartwürmern (Pogono- 
phora) aus der Tiefsee sequenzierte. Die Bartwürmer 
leben in der Umgebung von Hydrothermalschloten in 
einer schwefelreichen Umgebung mit Temperaturen 
von bis zu 400°C. Die Würmer besitzen weder Mund 
noch Verdauungstrakt und sind für ihre Ernährung 
völlig auf symbiontische Vertreter der Proteobakte- 
rien angewiesen. Die Bakterien leben in einer spe- 
zialisierten Struktur, dem sogenannten Trophosom, 
und oxidieren dort Schwefelwasserstoff zur Energie- 
gewinnung. Mithilfe dieser Energie stellen sie Ami- 
nosäuren her, von denen sich der Wurm ernährt. Im 
Gegenzug sammelt der Wurm Schwefelwasserstoff, 
Sauerstoff und Kohlendioxid und transportiert diese 
zu den Bakterien. Die Metagenombibliothek enthielt 
sowohl Bartwurm- als auch Bakteriengenome, lie- 
ferte jedoch zuvor unbekannte Informationen über 
die Bakterien. So besaßen die Bakterien zum Beispiel 
Gene für Flagellen, was darauf schließen lässt, dass 
sie möglicherweise auch eine mobile Phase aufwei- 
sen. Tatsächlich legen andere Beobachtungen nahe, 
dass die Bakterien sich durch das Meerwasser fortbe- 
wegen und andere junge Würmer besiedeln. 

Die Metagenomik kann auch dazu beitragen, die 
Konkurrenz und Kommunikation unter Mikroor- 
ganismen zu verstehen. Diese Forschungen könnten 
weitreichend Anwendung in vielen Umwelten fin- 
den. Mittels funktioneller Metagenomik kann man 
kleine Moleküle identifizieren, die für das Überleben 
der Mikroorganismen wichtig sind, etwa Antibiotika. 
Metagenombibliotheken können mittels funktionel- 
ler Tests zur Identifikation neuer Antibiotika auf An- 
timikrobenaktivität hin untersucht werden. Zusätz- 
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lich kann man mit sequenzbasierten Analysen der 
Metagenombibliotheken Synthasen identifizieren, die 
neue Polyketide herstellen können (das sind Antibio- 
tika, die mit Erythromycin und Rifampycin verwandt 
sind; zur Polyketidsynthese s. Kap. 13). Mit weiteren 
funktionellen metagenomischen Screenings konnte 
man Quorum-sensing-Moleküle identifizieren. Diese 
sind Indikatoren für die Populationsdichte von Bak- 
terien. Da viele Bakterien nur dann Eukaryotenzellen 
infizieren oder Toxine bilden, wenn sie in ausreichen- 
der Zahl vorhanden sind, bietet das Eingreifen in den 
bakteriellen Kommunikationsprozess des Quorum 
sensing eine neue Möglichkeit der antibakteriellen 
Therapie. Somit ist dieses Gebiet von direkter klini- 
scher Bedeutung. Durch Koexpression von Metage- 
nomklonen mit dem Reporter GFP konnte man neue 
Quorum-sensing-Moleküle identifizieren. Wenn die 
Klone ein Quorum-sensing-Molekül exprimieren, 
aktiviert dies die Expression von GFP und bringt 
die Bakterien zum Fluoreszieren. Anschließend kann 
man den Quorum-sensing-Metagenomklon mittels 
FACS oder mikroskopisch isolieren, sequenzieren 
und so die Identität der beteiligten Gene feststellen. 


Das Identifizieren neuer Gene mithilfe der Metage- 
nomik erweist sich als sehr vielversprechend für 
das Verständnis unserer Umwelt und potenziell 
auch für die Lösung einiger Gesundheitsprobleme 
des Menschen. 


Natürliche Attenuation 
von Schadstoffen 


Auch in der biogeochemischen Forschung kann man 
die Metagenomik einsetzen. Wenn wir wissen, wie 
sich Bakterien auf die Umwelt auswirken, werden 
wir dadurch vielleicht auch Wege finden, das Über- 
leben unserer eigenen Art zu sichern. Erkenntnisse, 
wie es Bakterien schaffen, in extremen Umwelten zu 
überleben, bringen vielleicht für die Biotechnologie 
nützliche biochemische Prozesse ans Licht. Am be- 
deutendsten ist jedoch: Wenn wir herausfinden, wie 
Bakterien mit Schadstoffbelastungen zurecht kom- 
men, ist es eventuell möglich, an nützliche Enzyme 
zu gelangen, um die von uns selbst verursachte Um- 
weltverschmutzung zu beseitigen. 

Rasche Fortschritte hat die Biotechnologie bei- 
spielsweise auf dem Gebiet der biologischen Sanie- 


rung oder Bioremediation gemacht. Unsere Umwelt 
ist durch zahlreiche menschengemachte Schadstoff- 
verbindungen verunreinigt, ob aus dem alltäglichen 
Gebrauch, unbeabsichtigt oder vorsätzlich in die 
Umwelt gelangt. Viele Umweltbiotechnologen erfor- 
schen „biologische“ Methoden zur Reinigung der 
Umwelt. Durch Ausbringen von Organismen, die 
einen Schadstoff abbauen können, ließe sich eine 
Verschmutzung tatsächlich auf sehr einfache, kosten- 
günstige Weise reinigen. 

Häufig haben natürlich vorkommende Mikro- 
organismen die Fähigkeit, vom Menschen erzeugte 
Schadstoffe abzubauen. So verfügt beispielsweise 
Rhodococcus über ein äußerst vielfältiges Repertoire 
an Stoffwechselwegen zum Abbau von Schadstof- 
fen. Dazu gehören: kurz- und langkettige Alkane, 
aromatische Moleküle (sowohl halogenierte als auch 
nitrosubstituierte) sowie hetero- und polyzyklische 
aromatische Verbindungen wie Chinolon, Pyridin, 
Thiocarbamat, s-Triazin-Herbizide, 2-Mercaptoben- 
zothiazol (eingesetzt als Vulkanisationsbeschleuni- 
ger), Benzothiophen, Dibenzothiophen, MTBE (s. 
unten) und die verwandten Ethyl-tert-butylether 
(ETBE). Zunächst besitzt Rhodococcus verschiedene 
Enzyme, die toxische Verbindungen abbauen, etwa 
Cytochrom-P450-Enzyme. Diese wirken sehr effizi- 
ent und vielseitig in Oxidationsreaktionen und kata- 
lysieren viele Reaktionen, darunter die Epoxidierung 
(Abb. 12.7). Weitere Enzyme, die entscheidende Ab- 
bauschritte katalysieren, sind unter anderem Mono- 
oxygenasen und Dioxygenasen; diese spielen eine Rolle 
beim Abbau aromatischer Verbindungen (s. Kap. 13). 

Darüber hinaus können mehrere Stämme von 
Rhodococcus in Lösungsmitteln wie Ethanol, Butanol, 
Dodecan und Toluol überleben, die viele andere Bak- 
terien abtöten. Die Erdöl-abbauenden Stämme haften 
sogar an Öltröpfchen! Rhodococcus-Spezies finden 
sich in Umwelten aller Art, etwa in Atommiillse- 
dimenten, in tropischen und arktischen Böden, an 
Orten in Europa, Japan und den Vereinigten Staaten. 
Aus genetischer Sicht hat Rhodococcus zudem einzig- 
artige Eigenschaften, die für den biologischen Ab- 
bau von Vorteil sind. Das Genom des Rhodococcus- 
Stammes RHA1 umfasst 9,7 Mb DNA, darunter ein 
Chromosom und drei große lineare Plasmide. Die 
Plasmide könnten eine entscheidende Rolle spielen, 
weil sie für den Gentransfer und Rekombinations- 
ereignisse von Bedeutung sind. Die Gene für die 
katabolen Enzyme finden sich oft in Form von Clus- 
tern, flankiert von inverted repeats (invertierten Se- 
quenzwiederholungen); das legt nahe, dass sie durch 
Rekombination erworben und von Stamm zu Stamm 
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12.7 Durch Rhodococcus kataly- 
sierte Oxygenasereaktionen 
Rhodococcus kann verschiedene 
Reaktionen katalysieren, darunter 
die Epoxidierung durch Cytochrom- 
P450-Enzyme (a), die Hydroxylierung 
von Alkylgruppen durch Alkan-Mono- 
oxygenasen (b) und die Sulfoxidation 
von Sulfid zu Sulfoxid (c). 


weitergegeben werden. Durch einen solchen horizon- 
talen Gentransfer können diese katabolen Regionen 
in andere Bakterien wie Pseudomonas und Mycobac- 
terium gelangen. In Kapitel 13 über Stoffwechsel- 
Engineering werden einige Plasmide beschrieben, die 
Schadstoff-abbauende Enzyme codieren. 
Verschiedene Schadstoffe werden auf unter- 
schiedliche Weise abgebaut. In manchen Fällen kann 
ein einzelner natürlich vorkommender Organismus 
einen Schadstoff vollständig abbauen. Für den voll- 
ständigen Abbau anderer Schadstoffe ist mehr als ein 
Bakterientyp notwendig. Manche Schadstoffe wer- 
den sehr langsam abgebaut. Schwermetalle können 
nicht chemisch abgebaut werden und werfen daher 
größere Probleme auf als organische Moleküle. Die 
meisten Umweltbiotechnologen suchen nach Mikro- 
organismen, die das Schwermetall in eine feste Phase 
absondern. Durch Umwandlung solcher Schwerme- 
talle wie Uran aus einer wässrigen Phase in eine feste 
Phase lassen sich zum Beispiel Trinkwasservorräte 
reinigen. So können bestimmte anaerobe Mikroor- 
ganismen Uran (VI) zu Uran (IV) reduzieren, indem 
sie dieses Metall als terminalen Elektronenakzeptor 
verwenden. Dadurch wird Uran von einer flüssigen 
in eine unlösliche Form umgewandelt. Im Rahmen 
einer Studie mischte man an einem mit Uran kon- 
taminierten Standort (Old Rifle, Colorado, USA) 
Acetat ins Grundwasser. Acetat wirkt als Elektronen- 
donator und regt die Metall-reduzierenden Bakte- 
rien dazu an, Uran in die feste Phase umzuwandeln. 
Innerhalb von 50 Tagen konnte auf diese Weise bei 
einigen kontaminierten Quellen der Urangehalt auf 
unter das gesetzlich vorgeschriebene Maß verringert 
werden. Trotz dieser recht vielversprechenden Ergeb- 


nisse verflüchtigte sich das Acetat mit der Zeit, und 
die Konzentration an löslichem Uran stieg wieder 
an. Daher werden vor allem Forschungen notwendig 
sein, um Möglichkeiten zu finden, wie man Uran 
dauerhaft aus dem Grundwasser beseitigen kann. 
Als weiterer hartnäckiger Schadstoff kann Me- 
thyl-tert-butylether (MTBE) das Grundwasser be- 
lasten. Es dient als Antiklopfmittel in Benzin. Von ei- 
ner Verseuchung des Grundwassers mit MTBE wurde 
schon in vielen Fällen berichtet. Eine natürliche Me- 
thode zur Reinigung solcher Verschmutzungen wäre 
also von großem praktischen Nutzen. In den USA 
wurde MTBE von der Umweltschutzbehörde (United 
States Environmental Protection Agency) als poten- 
zielles Cancerogen eingestuft; daher darf Trinkwas- 
ser maximal 20 bis 40 ug/L enthalten. An einer 
kontaminierten Stelle im Bundesstaat South Caro- 
lina waren große Mengen MTBE-haltiges Benzin aus 
einem unterirdischen Speichertank einer Tankstelle 
ausgetreten und in einen Drainagegraben gelangt. 
Die MTBE-Konzentration im Wasser war gering, 
und in der zwei Meter breiten Lücke zwischen der 
anaeroben und aeroben Zone wurde MTBE von na- 
türlich vorkommenden Mikroorganismen abgebaut. 
Daraufhin durchgeführte Untersuchungen bestätig- 
ten, dass Bakterien wie Methylobium petroleophilum 
PM1 MTBE in Ubergangsbereichen von anaeroben 
(anoxischen) zu aeroben (oxischen) Bedingungen 
abbauen können. Als man in South Carolina in die 
anaeroben Bereiche des Einzugsgebietes der MTBE- 
Kontaminierung eine Verbindung ausbrachte, die 
Sauerstoff freisetzte, verringerte sich dort der Ge- 
halt an MTBE von 20 mg/L auf 2 mg/L. Dies zeigt, 
dass eine Biostimulation eine gute Methode zur 
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Reinigung von Kontaminationen sein könnte. Un- 
ter Biostimulation versteht man das Ausbringen von 
Nährstoffen, Oxidantien oder Elektronendonatoren 
in die Umwelt, um dadurch natürlich vorkommende 
Mikroorganismen zum Abbau eines Schadstoffs an- 
zuregen. In anderen mit MTBE kontaminierten Ge- 
bieten muss man vielleicht eine Bioaugmentation 
durchführen, also die spezifischen Mikroorganismen 
plus ihre Energiequelle ausbringen. Dabei kann es 
sich um natürlich vorkommende Mikroorganismen 
handeln, um mehrere verschiedene Organismen ge- 
meinsam oder auch um genetisch modifizierte Orga- 
nismen (s. Kap. 13). 


Bei der biologischen Sanierung oder Bioremediation 
werden Organismen wie Bakterien dazu verwendet, 
mit Schadstoffen belastete Gebiete zu reinigen. 

Verschiedene Schadstoffe werden auf unter- 
schiedliche Weise abgebaut. Manchmal kann ein 
einziger natürlich vorkommender Organismus einen 
Schadstoff vollständig abbauen. Für den komplet- 
ten Abbau anderer Schadstoffe sind bisweilen meh- 
rere verschiedene Bakterien erforderlich. 

Unter Biostimulation versteht man das Aus- 
bringen von Nährstoffen, Oxidantien oder Elek- 
tronendonatoren in die Umwelt, um natürlich 
vorkommende Mikroorganismen zum Abbau eines 
Schadstoffs anzuregen. 

Bei einer Bioaugmentation werden nicht nur 
spezifische Mikroorganismen, sondern auch deren 
Energiequellen zur Reinigung eines schadstoffbe- 
lasteten Gebiets ausgebracht. 
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Einführung 


Aus genetischer Sicht kann die Produktion eines klei- 
nen Moleküls wie Ethanol durchaus komplizierter 
sein als die Produktion eines Proteins wie Somato- 
tropin. Proteine sind zwar komplexe Makromoleküle, 
werden aber durch einzelne Gene codiert, während 
kleine Moleküle über biochemische Synthesewege 
hergestellt werden müssen; diese erfordern mehrere 
Schritte, die jeweils von einem eigenen Enzym ka- 
talysiert werden. Somit sind daran mehrere Gene 
beteiligt, inklusive ihrer Regulationssysteme. Beim 
Stoffwechsel-Engineering (engl. pathway enginee- 
ring, auch metabolic engineering genannt) geht es 
darum, mithilfe der Gene eines oder mehrerer Or- 
ganismen neue oder verbesserte biochemische Syn- 
thesewege zusammenzustellen. Bislang zielten die 
meisten Bemühungen weniger darauf ab, völlig neue 
Reaktionswege zu kreieren; vielmehr versuchte man, 
existierende Wege zu modifizieren oder zu verbes- 
sern. Zweifellos werden im Laufe der nächsten Jahre 
aber auch völlig neue Synthesewege auftauchen. 

Das Stoffwechsel-Engineering kann sowohl auf 
abbauende Reaktionswege als auch auf Biosynthese- 
wege angewandt werden. Speziell modifizierte Bakte- 
rien können dazu dienen, durch einen als biologische 
Sanierung oder Bioremediation bezeichneten Vor- 
gang Abfallstoffe aus der Landwirtschaft, Schadstoffe 
wie Industriechemikalien, aber auch Herbizide (Un- 
krautvernichtungsmittel) und so weiter abzubauen. 


CH,OH 
H © OH 
H 
OH H 
HO H 
H OH 
Glucose 
Glykolyse 
13.1 Vom Zucker zum Alkohol 
Pflanzenmaterial enthalt Polysac- 
charide wie Starke und Cellulose. eae 


Enzyme bauen die Starke ab und O) 
setzen dadurch die Glucosemole- 
küle frei. Durch die Glykolyse wird 
diese Glucose in Brenztraubensäure 
(Pyruvat) umgewandelt, die zu Alko- 
hol und Kohlendioxid vergoren wird. 


Brenztrauben- 
säure (Pyruvat) 


Außerdem werden Mikroorganismen zur Herstellung 
verschiedener Produkte wie Alkohole, Lösungsmittel, 
Lebensmittelzusatzstoffe, Farbstoffe und Antibiotika 
verwendet. Am effizientesten sind Reaktionswege, 
durch die ansonsten nutzlose Stoffe in nützliche Pro- 
dukte umgewandelt werden. Als Beispiel hierfür soll 
gleich zu Beginn die alkoholische Gärung betrach- 
tet werden. Dieser Prozess wurde schon lange vor 
Beginn der modernen Wissenschaft entwickelt und 
gehört wahrscheinlich zu den frühesten Ausflügen 
des Menschen in die Biotechnologie. 


Mit gentechnischen Mitteln kann man neue oder 
effizientere Stoffwechselwege erzeugen. Auf diese 
Weise können sowohl Abbauwege als auch Biosyn- 
thesewege modifiziert werden. 


Ethanol, Elefanten und 
Stoffwechsel-Engineering 


Der Mensch war nicht das erste Lebewesen, das Al- 
kohol zu schätzen lernte. Auch Elefanten, Affen und 
andere Wildtiere verzehren gezielt Früchte, die Alko- 
hol enthalten, weil schon der natürliche Gärungspro- 
zess eingesetzt hat. Manchmal laufen Elefanten in Af- 
rika und Asien nach dem Verzehr solcher vergorenen 
Früchte sogar Amok. Gelegentlich verwüsten Elefan- 


pflanzliche 


Cellulose und Stärke BOK de 


CH,CH,OH 
Alkohol 


Gärungsenzyme 
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ten selbst Dörfer und zerstören Häuser, um an die 
vergorenen Getränke der Menschen zu gelangen! In 
den Regionen Spaniens, in denen Sherry hergestellt 
wird, gibt es sogar eine Taufliegenart der Gattung 
Drosophila, die Sherry zu ihrer einzigen Nahrungs- 
quelle gemacht hat. Diese Insekten schwirren ihr 
ganzes Leben lang in den Höhlen umher, in denen 
der Sherry produziert wird. Die frühesten kulturell 
überlieferten Nachweise des Alkoholkonsums beim 
Menschen datieren auf etwa 5000 v. Chr. zurück. 
Gelbliche Rückstände in neusteinzeitlichen Töpfer- 
waren aus dem Iran erwiesen sich als Wein. 

Alkohol entsteht aus Zucker (Abb. 13.1). Zucker 
sind Bestandteile der Kohlenhydrate, die den größten 
Teil pflanzlichen Materials ausmachen. Daher kann 
man im Prinzip aus fast jedem Pflanzenmaterial Al- 
kohol herstellen. Die Zucker aus Getreide oder Trau- 
ben werden mithilfe von Hefe vergoren. Dadurch 
entsteht eine alkoholische Flüssigkeit - die Grund- 
lage von Bier beziehungsweise Wein. Durch Destil- 
lierung entstehen dann höherprozentige Spirituosen 
wie Whisky oder Wodka. Als einzige Ausnahme wird 
neben Hefe das Bakterium Zymomonas verwendet. 
Dieses fermentiert den Saft von Agavenpflanzen zu 
dem alkoholischen Getränk Pulque. Daraus wird 
durch Destillierung Tequila hergestellt. 

Auf dem Gebiet alkoholischer Getränke besteht 
wenig Bedarf für Gentechnik. Man kann Alkohol 
jedoch mit Benzin zu „Gasohol“ vermischen, das in 
den meisten Verbrennungsmotoren recht gut funkti- 
oniert. Durch die Umwandlung von Biomasseabfäl- 
len in Kraftstoffalkohol würde man daher nicht nur 
riesige Mengen von Abfallstoffen beseitigen, sondern 
zudem den Benzinverbrauch verringern. Würden die 
Vereinigten Staaten die 100 Millionen Tonnen Alt- 
papier, die sie jährlich produzieren, in für Kraftstoffe 
nutzbaren Alkohol verwandeln, könnte der Benzin- 
verbrauch um 15 % gesenkt werden. Auch aus Mais 
kann man Alkohol herstellen. Das ist wirtschaftlich 
sehr interessant, weil beispielsweise in Ländern wie 
den USA auf riesigen Flächen Mais angebaut wird 
und dabei große Überschüsse erzeugt werden. Im 
Gegensatz zu der Holzmasse für Papier wächst Mais 
innerhalb eines Jahres nach. 

Der Vorteil bei der Verwendung von Zymomonas 
und Hefe besteht darin, dass sie bei der Gärung nur 
Alkohol produzieren, während die meisten Mikroor- 
ganismen ein Gemisch aus Fermentationsprodukten 
erzeugen. So produziert beispielsweise Escherichia 
coli ein Gemisch aus Ethanol, Acetat, Succinat, Lactat 
und Formiat. Zwar sind viele Fermentationsprodukte 
potenziell nutzbar, ihre Reinigung erweist sich jedoch 


als kostspieliger Nachteil. Bei Zymomonas besteht das 
Problem, dass dieses Bakterium nur von Glucose lebt 
und keine Enzyme für den Abbau anderer Zucker 
besitzt - ganz zu schweigen von solchen, die zum 
Abbau von Kohlenhydratpolymeren wie Stärke und 
Cellulose benötigt werden. Hefe ist in ihren Anforde- 
rungen fast genauso beschränkt. Zymomonas wächst 
schneller als Hefe und produziert auch schneller 
Alkohol. Andererseits sind Hefen widerstandsfähiger 
gegenüber Alkohol und können daher höhere Al- 
koholkonzentrationen im Wachstumsmedium anrei- 
chern, bevor ihr Wachstum zum Stillstand kommt. 

Mithilfe der Gentechnik werden verbesserte 
Stämme von Hefe und Zymomonas hergestellt, die 
ein größeres Spektrum an Zuckern nutzen können. 
Zusätzlich kann man Gene für Enzyme einbauen, 
die Stärke, Cellulose oder andere pflanzliche Polysac- 
charide abbauen können (s. unten). Schließlich kann 
man diese Organismen auch so modifizieren, dass 
sie eine höhere Resistenz gegenüber Alkohol oder 
andere Eigenschaften aufweisen, die unter industri- 
ellen Bedingungen ein optimales Wachstum und eine 
optimale Produktion gewährleisten. 

Xylose ist ein Zucker mit fünf Kohlenstoffatomen 
und ein wichtiger Bestandteil verschiedener Polysac- 
charide (Xylane) aus pflanzlichen Zellwänden (s. wei- 
ter unten). Für einen potenziellen biologischen Abbau 
stehen riesige Mengen an pflanzlichem Abfallmaterial 
zur Verfügung. Durch den Abbau der Polysaccharid- 
polymere würden große Mengen Xylose freigesetzt. 
Folglich wäre es von Vorteil, Zymomonas-Stämme zu 
entwickeln, die effizient Xylose zu Alkohol vergären. 
Dies ist in zwei Stufen erfolgt. Zunächst musste man 
die Gene für die Verstoffwechslung von Xylose selbst 
einführen, da Zymomonas diesen Zucker von Natur 
aus nicht nutzt. Die Gene xylA und xylB codieren für 
die Enzyme Xylose-Isomerase und Xylulose-Kinase, 
die Xylose zu Xylulose beziehungsweise Xylulose 
anschließend zu Xylulose-5-phosphat umwandeln. 
Diese beiden Gene wurden in einen Shuttle-Vektor 
überführt, der Replikationsursprünge sowohl für E. 
coli (in dem die genetische Modifikation erfolgte) als 
auch für Zymomonas trägt (Abb. 13.2). 

Der Stamm, der lediglich die zusätzlichen Gene 
xylA und xylB enthielt, zeigte nur ein schwaches 
Wachstum, da er neben Xylulose-5-phosphat auch 
noch die Phosphate anderer Pentosezucker anrei- 
cherte, beispielsweise Ribose-5-phosphat. Daher 
fügte man dem Plasmid noch die Gene für Transke- 
tolase (tktA) und Transaldolase (tal) unter Kontrolle 
eines separaten Promoters hinzu. Durch diese beiden 
Enzyme werden Pentosephosphate wieder in Hexo- 
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13.2 Stoffwechsel-Engineering zur Nutzung von Xylose - Gene 

Xylose muss vor der Umwandlung in Alkohol über spezielle Reaktionen abgebaut werden. Für diesen Abbau der Xylose 
sind die beiden Gene xy/A und xy/B erforderlich. Das XylA-Protein wandelt Xylose in Xylulose um, XyIB phosphoryliert 
diese zu Xylulose-5-phosphat. Die beiden Gene werden mithilfe von Shuttle-Plasmiden in Bakterien wie Zymomonas trans- 


formiert. 
a Xyloseweg b Umwandlungen von Zuckern 
Xylose © © 
tkt 
% @<S@ 
tal 
Xylulose © © © 
tkt 
a O< >O 
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13.3 Stoffwechsel-Engineering zur Nutzung von Xy- 
lose - Reaktionen 

a Xylose wird mithilfe der Gene xy/A und xy/B in Xylulose- 
5-phosphat umgewandelt. b Transketolase (¢ktA) wandelt 
zwei C,-Zuckermoleküle (mit fünf Kohlenstoffatomen) in 
einen C,- und einen C,-Zucker um (mit drei beziehungs- 
weise sieben Kohlenstoffatomen). Transaldolase (ta/) 
verwandelt diese Produkte anschließend in einen C,- 
Zucker und Fructose-6-phosphat, einen Zucker mit sechs 
Kohlenstoffatomen. Fructose-6-P wird durch die Glykolyse 
zu Ethanol abgebaut. Der C,-Zucker und ein weiteres Pen- 
tose-5-P (C,) werden von Transketolase in einen zweiten 
C,-Zucker und einen C,-Zucker umgewandelt. Diese gehen 
dann beide in die Glykolyse ein und liefern Ethanol. 


sephosphate zurückverwandelt. Damit erhielt man 
einen Zymomonas-Stamm, der Xylose zunächst in 
Xylulose-5-phosphat verwandeln konnte und dann 
weiter zu Fructose-6-phosphat und Glycerinalde- 
hyd-3-phosphat. Diese zentralen Zwischenprodukte 
konnten schließlich effizient zu Ethanol vergoren 
werden (Abb. 13.3). 


Die Umwandlung von Zuckern in Alkohole zählt zu 
den ältesten Industrieprozessen. Durch Stoffwech- 
sel-Engineering könnte es gelingen, pflanzliche 
Abfallstoffe einschließlich Altpapier in Kraftstoff- 
alkohol umzuwandeln. 


Abbau von Stärke 


Das Speicherpolysaccharid Stärke kommt in vielen 
Pflanzen vor. Es handelt sich um ein Polymer aus 
Glucoseeinheiten, die über a-1,4-glykosidische Bin- 
dungen verknüpft sind. Genauer besteht Stärke aus 
einem Gemisch aus einem linearen Polymer - Amy- 
lose - und einem verzweigten Polymer - Amylo- 
pektin. Die Verzweigungen von Amylopektin gehen 
auf a-1,6-glykosidische Bindungen zurück, die unge- 
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13.4 Enzymatischer Abbau von Stärke durch Amylasen 


a-Amylase 


a-Amylase 


Glucoamylase Glucoserest 


Stärke besteht aus langen Ketten aus Glucoseresten, von denen weitere Glucoseketten abzweigen. In der Hauptkette 
sind die Glucoseeinheiten durch a-1,4-glykosidische Bindungen miteinander verknüpft. Die Seitenkette geht von 
einer a-1,6-glykosidischen Bindung aus. Amylase spaltet zwischen den Glucoseresten. a-Amylase spaltet die a-1,4- 
glykosidische Bindung in der Hauptkette, B-Amylase hingegen spaltet vom Ende der Ketten jeweils Einheiten aus zwei 
Glucoseresten (Maltose) ab. Glucoamylase spaltet die a-1,6-glykosidische Bindung und damit die Seitenkette von der 


Hauptkette ab. 


fahr alle 20 Glucosereste der Polymerkette auftreten. 
Die Kettenlange schwankt zwischen 100 und 500000 
Glucoseresten bei Amylose und bis zu 40000 bei 
Amylopektin. Auch der Anteil linearer und verzweig- 
ter Polymere variiert je nach Herkunft der Starke. 
Glykogen ist ein Speicherpolysaccharid bei Tieren. 
Es entspricht im Wesentlichen Starke, mit einem ho- 
hen Anteil an verzweigten Polymeren. 

Stärke wird in der Lebensmittel- und Brauin- 
dustrie verwendet und überwiegend anstelle von 
Mikroorganismen mithilfe der gereinigten Enzyme 
a-Amylase und Glucoamylase in Glucose umge- 
wandelt (Abb. 13.4). Die a-Amylase spaltet die li- 
nearen Abschnitte der Stärkeketten an zufälligen 
Stellen, Glucoamylase wird hingegen zur Spaltung 
der Verzweigungen benötigt. Die Glucose kann an- 
schließend mit dem Enzym Glucose-Isomerase zu 
Fructose oder durch mikrobielle Fermentation in 
Alkohol umgewandelt werden. Aufgrund der Größe 
der Lebensmittel- und Brauindustrie belaufen sich 
die Kosten für a-Amylase und Glucoamylase plus 
Glucose-Isomerase auf mehr als 25 % der Kosten 
aller industriell genutzten Enzyme. Diese Enzyme 


werden von vielen Mikroorganismen synthetisiert. 
Für die industrielle Nutzung wird jedoch gewöhnlich 
a-Amylase aus dem Bakterium Bacillus amyloliquefa- 
ciens und Glucoamylase aus dem Schimmelpilz As- 
pergillus niger verwendet. 

Durch gentechnische Modifikationen ließe sich 
der Vorgang des Stärkeabbaus auf mehrere Arten 
verbessern. Man könnte zum Beispiel rekombinante 
Organismen erzeugen, die mehr Enzym produzieren. 
Auch die Enzyme selbst könnten auf eine höhere 
Hitzestabilität oder Reaktionsgeschwindigkeit modi- 
fiziert werden, wie in Kapitel 11 diskutiert. Alternativ 
sollte es möglich sein, Mikroorganismen zu konstru- 
ieren, welche die Hydrolyse der Stärke teilweise oder 
vollständig ausführen und zudem die dabei entste- 
hende Glucose in Alkohol umwandeln. 

Ein Gen für Glucoamylase hat man aus Asper- 
gillus niger kloniert und in einen geeigneten He- 
festamm eingebaut. Man stellte das Gen unter die 
Kontrolle eines starken Hefepromotors und übertrug 
es mit einem Hefeplasmid. Die gentechnisch verän- 
derte Hefe konnte löslich gemachte Stärke abbauen 
und die dabei entstehende Glucose zu Alkohol ver- 
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gären. Irgendwann könnte es vielleicht möglich sein, 
Hefestämme zu erzeugen, die genügende Mengen 
a-Amylase exprimieren (und sezernieren), um rohe 
Stärke vollständig in Ethanol umzuwandeln. 


Stärke ist ein in großen Mengen verfügbares Roh- 
material. Mit größeren Enzymmengen und stabile- 
ren Enzymen könnte man den Abbau von Stärke in 
Zucker deutlich verbessern. 


Abbau von Cellulose 


Pflanzliche Zellwände enthalten ein Gemisch aus Po- 
lysacchariden mit hoher Molekülmasse. Die Haupt- 
bestandteile bilden Cellulose, Hemicellulose und 
Lignin. Das Strukturpolymer Cellulose besteht aus 
P-1,4-glykosidisch miteinander verknüpften Gluco- 
seeinheiten. Damit steht Cellulose im Gegensatz zu 
den Speichermaterialien Stärke und Glykogen, die 
zwar ebenfalls ausschließlich aus Glucoseresten auf- 
gebaut sind, allerdings a-1,4-glykosidische Verknüp- 
fungen aufweisen. Hemicellulose ist ein Gemisch aus 
kürzeren Polymeren, die aus verschiedenen Zuckern 
bestehen, neben Glucose vor allem Mannose, Galac- 
tose, Xylose und Arabinose. Lignin unterscheidet 
sich von den anderen Polymeren vor allem in zwei 
grundlegenden Aspekten. Erstens ist es kein Poly- 
saccharid, sondern besteht aus aromatischen Resten 
(vor allem Phenylpropanringen). Zweitens ist Lignin 
zu einem unlöslichen dreidimensionalen Netzwerk 
quervernetzt. 

In Form landwirtschaftlicher Abfälle sind riesige 
Mengen von Material verfügbar, das hauptsächlich 
von pflanzlichen Zellwänden stammt. In der Natur 
bauen Pilze und Bakterien dieses Material langsam 
ab. Es könnte sehr vorteilhaft sein, die Reaktionsge- 
schwindigkeit dieser Abbauwege durch entsprechende 
Modifikationen zu erhöhen. Aufgrund seiner ein- 
fachen Zusammensetzung und regelmäßigen Struk- 
tur ist Cellulose am leichtesten abzubauen, Lignin 
hingegen am schwersten. Papier macht (zusammen 
mit Karton und ähnlichen Materialien) den größten 
Anteil am Müll von Industrienationen aus. Da Papier 
fast ausschließlich aus Cellulose besteht, könnte auch 
dieses potenziell von Cellulose-abbauenden Mikroor- 
ganismen in Glucose umgewandelt werden. 

Die Polymerketten von Cellulose sind in einer 
kristallinen Anordnung dicht aneinander gepackt, ab 


und zu unterbrochen von locker gepackten, nicht- 
kristallinen Zonen (Abb. 13.5). Die Herausforderung 
besteht darin, die Cellulose zu Glucose abzubauen, 
die dann in Alkohol und andere Produkte umgewan- 
delt werden kann. Der Abbau der Cellulose erfolgt 
in mehreren Schritten (Abb. 13.5), die jeweils von 
einem anderen Enzym katalysiert werden: 

1. Endoglucanase zerschneidet die Polymerketten in 
der Mitte. Dieses Enzym kann ausschließlich die 
Polymerketten in den locker gepackten „amor- 
phen“ Zonen angreifen. 

2. Cellobiohydrolase spaltet von den durch En- 
doglucanase erzeugten freien Enden Abschnitte 
aus zehn oder mehr Glucoseeinheiten ab. 

3. Exoglucanase spaltet von den exponierten Enden 
Abschnitte aus zwei oder drei Glucoseeinheiten 
ab, die als Cellobiose beziehungsweise Cellotriose 
bezeichnet werden. 

4. ß-Glucosidase (auch unter der Bezeichnung Cel- 
lobiase bekannt) wandelt Cellobiose und Cello- 
triose in Glucose um. 


Die Gene für jedes dieser vier Enzyme wurden 
von verschiedenen Mikroorganismen kloniert. Weil 
Cellulose für die Zelle zu groß ist, müssen die ersten 
drei Enzyme sezerniert werden und ihre Funktion 
außerhalb der Zelle erfüllen. Cellobiose und Cello- 
triose (beziehungsweise das ß-1,4-glykosidisch ver- 
knüpfte Dimer und Trimer von Glucose) entstehen 
also außerhalb der Zelle aus Cellulose und können 
dann in die Zelle hineintransportiert werden. Dort 
erfolgt dann ihre endgültige Spaltung in die ein- 
zelnen Glucosemoleküle, die zu Alkohol vergoren 
werden können. Bisher konnte in vereinzelten Pi- 
lotprojekten der Abbau von Cellulose aus Altpa- 
pier in Glucose demonstriert werden. Dies geschah 
durch Zugabe einzelner Enzyme, die aus verschie- 
denen Quellen gereinigt wurden. Alternativ werden 
verschiedene Cellulose-abbauende Mikroorganis- 
men verwendet, die jeweils nach hohen Mengen 
eines bestimmten Enzyms ausgewählt wurden. Für 
die Umwandlung der Glucose in Alkohol werden 
schließlich noch Zymomonas oder Hefe hinzuge- 
geben. 

Besonders effizient sind solche mehrstufigen Pro- 
zesse nicht, da das Problem der Effizienz bei jedem 
Schritt besteht. Beispielsweise wirkt Cellobiose als 
Feedback-Inhibitor des Celluloseabbaus, und ähn- 
lich hemmt Glucose die Hydrolyse von Cellobiose. 
Daher ist es sehr wichtig, dass die Endprodukte des 
Celluloseabbaus so schnell wie möglich entfernt wer- 
den, damit ein kontinuierlicher Abbau der Ausgangs- 
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13.5 Celluloseabbau 

Cellulose wird über mehrere enzymatische Reaktionen zu 
Glucosemolekülen abgebaut. Kennzeichnend für Cellulose 
sind amorphe und kristalline Bereiche. Endoglucanase 
spaltet nur in den amorphen Bereichen zu Beginn des Ab- 
baus. Jedes der nachfolgenden Enzyme verkürzt die Gluco- 
seketten weiter. Weitere Einzelheiten siehe Text. 


stoffe erfolgen kann. Der limitierende Schritt bei 
Cellulose-abbauenden Organismen in der Natur ist 
offenbar der Abbau der Cellobiose. Oft lassen sich 
diese Organismen verbessern, indem man das Gen 
für Cellobiase kloniert, der Kontrolle eines starken 
Promotors unterstellt und es wieder in den fraglichen 
Organismen überführt. 

Insgesamt wäre es wünschenswert, einen voll- 
ständig rekombinanten Organismus zu haben, der 
Gene für alle vier Enzyme besitzt, diese in großen 
Mengen exprimiert und Cellulose eigenständig und 
effizient in Glucose umwandelt. In der Praxis klo- 
niert und exprimiert man die Gene für den Cellu- 
loseabbau aus Bakterien und Pilzen aufgrund der 
einfachen Handhabung in E. coli. Die Gene für die 
einzelnen Schritte wurden inzwischen isoliert und 
charakterisiert. Irgendwann wird man vielleicht in 
einer Hefe oder in Zymomonas einen Celluloseab- 
bauweg zusammenstellen, um Cellulose aus Abfällen 
in Alkohol umzuwandeln. 


Im Vergleich zu Zuckern oder Stärke ist der Abbau 
von Cellulose relativ schwierig. Wenn es gelänge, 
in einem leicht zu kultivierenden Organismus einen 
effektiven Abbauweg zusammenzustellen, könnte 
dies von großem Nutzen sein, um Altpapier und 
ähnliche Materialien biologisch abzubauen. 


Eis-bildende Bakterien 
und Frost 


Der vielleicht einfachste „Reaktionsweg“ überhaupt 
ist die Umwandlung von Wasser zu Eis. Dieser Pro- 
zess kann durch Proteine „katalysiert“ werden, die 
als Faktoren für die Eiskeimbildung bekannt sind. 
In mikroskopischem Maßstab bildet Wasser bei der 
Verfestigung Eiskristalle. Diese benötigen jedoch ei- 
nen mikroskopischen Kern oder „Keim“ (Kristallisa- 
tionskeim), um den herum sie sich bilden können. 
Ohne Strukturen, welche die Bildung von Eiskei- 
men ermöglichen, unterkühlt Wasser bis auf -8°C 
ab, ohne sich zu verfestigen. Die Faktoren für die 
Eiskeimbildung sind also spezialisierte, meist in be- 
stimmten Bakterien enthaltene Proteine, welche die 
Kerne für die Kristallisation bilden. 

In der Landwirtschaft verursacht Frost alljährlich 
alleine in den USA Schäden in Milliardenhöhe. Diese 
Schäden sind nicht alleine auf die niedrigen Tem- 
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13.6 Die Zerstörung des inaZ-Gens verhindert die Bil- 
dung von Eiskernen 

Zelloberflächenproteine von Pseudomonas syringae lie- 
fern einen Nucleationskeim für die Bildung von Eis. Das 
Gen inaZ codiert für ein Protein, das Eiskerne bildet. Bei 
Temperaturen unter dem Gefrierpunkt ermöglichen P. sy- 
ringae vom Wildtyp die Bildung von Eiskristallen; dadurch 
wird jegliches pflanzliche Gewebe geschädigt, auf oder in 
dem sich die Bakterien befinden. Zerstört man jedoch das 
inaZ-Gen, so bilden sich durch diese P. syringae-Mutanten 
keine Eiskristalle, und das Wasser kann unterkühlen. 


peraturen zurückzuführen. Wasser dehnt sich beim 
Gefrieren aus und schädigt so die Pflanzengewebe. 
Dass sich auf und in Pflanzen Eiskristalle bilden, ist 
überwiegend auf Proteine auf der Oberfläche von 
Bakterien zurückzuführen, vor allem Pseudomonas 
syringae und verwandte Arten, die auf Pflanzen le- 
ben. Die sich bildenden Eiskristalle schädigen die 
Pflanzengewebe und zerstören die Gefäße (Xylem 
und Phloem), die für den Transport von Wasser 
und Nährstoffen zuständig sind. Ohne die Eiskern- 
bildenden Bakterien bildet sich kein Eis, das Wasser 
unterkühlt, und die Pflanze nimmt keinen Schaden. 


Das am besten bekannte Protein für die Eiskern- 
bildung wird von dem inaZ-Gen von Pseudomonas 
syringae codiert. Wie die meisten Bakterien so för- 
dert auch E. coli normalerweise nicht die Eisbildung. 
Wenn es jedoch ein kloniertes inaZ-Gen exprimiert, 
erlangt es die Fähigkeit Eiskerne zu bilden. Um- 
gekehrt gilt jedoch auch: Wird das inaZ-Gen von 
Pseudomonas syringae geschädigt, geht diese Fähig- 
keit verloren (Abb. 13.6). Die Wildtypstämme (,,Eis- 
plus“) von Pseudomonas syringae können verdrängt 
werden, indem man die von Frostschäden bedrohten 
Nutzpflanzen mit „Eis-minus“-Mutanten besprüht. 
Selbst wenn die Temperatur anschließend unter den 
Gefrierpunkt fällt, bilden sich nur sehr wenige Eis- 
kristalle, und die meisten Pflanzen werden nicht 
geschädigt. 


Bakterien, die Proteine für die Eiskernbildung expri- 
mieren, verursachen große Schäden an Nutzpflan- 
zen. Durch Zerstörung des entsprechenden Gens 
kann man die Bildung von Eiskernen verhindern. 


Abbau aromatischer 
Ringverbindungen 


Viele Bakterien enthalten Plasmide, die den Abbau 
von Stoffen ermöglichen, welche die Bakterien an- 
sonsten nicht nutzen könnten. Von besonderem In- 
teresse sind Stoffwechselwege, die den Abbau von 
linearen und zyklischen Kohlenwasserstoffen und 
verwandten Verbindungen ermöglichen. Zahlreiche 
industriell genutzte Chemikalien, die sich von Erdöl 
ableiten, darunter auch verschiedene Pestizide und 
Herbizide, enthalten aromatische Ringe. Zusam- 
men mit Ölresten oder -verunreinigungen sorgen 
diese häufig für schlimme Verschmutzungen. Daher 
kommt ihrem biologischen Abbau durch Bakterien 
eine erhebliche praktische Bedeutung zu. Chemische 
Verbindungen mit signifikanter biologischer Aktivi- 
tät, die in der Umwelt eigentlich nicht vorkommen 
und die durch die menschliche Industrie dorthin ge- 
langten, bezeichnet man bisweilen als Xenobiotika. 
Viele Arten von Pseudomonas und verwandten 
Bakterien enthalten Plasmide, die ihnen die Fähig- 
keit verleihen, aromatische Kohlenwasserstoffe als 
Energiequelle zu nutzen. Pseudomonas ist im Boden 
und im Wasser weit verbreitet und lebt obligat ae- 
rob. Andere Pseudomonaden können auf einer Reihe 
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13.7 Einbau von Sauerstoff in Kohlenwasserstoffe 
Monooxygenase und Dioxygenase bauen jeweils ein 
beziehungsweise zwei Sauerstoffatome in aromatische 
Verbindungen ein und bilden dadurch Hydroxylgruppen. In 
diesem Beispiel dient Toluol als Substrat. 


verschiedener Substrate leben, beispielsweise auf Al- 
kanen, mono- und polyzyklischen Aromaten, Hete- 
rozyklen, Phenolen, Terpenen, halogenierten Verbin- 
dungen und so fort. Viele ihrer Abbausysteme sind 
recht unspezifisch und können zahlreiche verwandte 
Substrate verarbeiten. Zu den ersten entdeckten Ab- 
bauwegen gehörten die für Toluol/Xylol und Naph- 
thalin. Die Plasmide wurden ursprünglich nach ihren 
Substraten benannt (so baut z.B. das TOL-Plasmid, 
heute als pTOL bekannt, Toluol ab). Sie sind meist 
groß und in der Lage, sich selbst zwischen verwand- 
ten Bakterienstämmen zu übertragen. 

Die meisten dieser Abbauwege beinhalten als ent- 
scheidenden Schritt den direkten Einbau von Sauer- 
stoff durch Oxygenasen (Abb. 13.7). Monooxygena- 
sen bauen ein einzelnes Sauerstoffatom ein; dadurch 
entsteht eine -OH-Gruppe. Dioxygenasen bilden 
durch den Einbau von zwei Sauerstoffatomen Diole. 
Bei aromatischen Verbindungen greifen Monooxyge- 
nasen in der Regel die Seitenketten an, Dioxygenasen 
hingegen die aromatischen Ringe selbst. 


Viele industriell genutzte Chemikalien enthalten 
wie auch Rohöl aromatische Ringe. Der Abbau sol- 
cher Ringe startet mit Oxygenasen; diese Enzyme 
bauen molekularen Sauerstoff ein. 


Indigo und verwandte 
natürliche Farbstoffe 


Enzyme, die aromatische Ringe angreifen, haben oft 
ein breites Substratspektrum. Häufig entfalten sie 
ihre Wirkung auch an verwandten Verbindungen, 
deren Ringe Schwefel-, Sauerstoff- oder Stickstoff- 
atome enthalten, oder an Kohlenwasserstoffen. Das 
Indol-Ringsystem ähnelt Naphthalin und unterschei- 
det sich von diesem nur durch ein Stickstoffatom im 
Ring. Folglich greifen Naphthalin-Oxygenasen auch 
Indol und seine Derivate an (Abb. 13.8). Sie ver- 
wandeln Indol in sein Diol, das an der Luft spontan 
oxidiert und Indigo bildet, einen leuchtend blauen 
Farbstoff. Die meisten auf aromatische Ringe ein- 
wirkenden Dioxygenasen greifen Indol zumindest in 
gewissem Umfang an. Dies ermöglicht einen raschen 
Färbetest auf das Vorhandensein von Ring-Dioxy- 
genasen und der aromatischen Reaktionswege, von 
denen sie ein Teil sind. 

In der Bibel erwähnt Moses einen besonderen 
blauen Farbstoff, den die Israeliten tragen sollten: 
„blauen Purpur“ Bei diesem Farbstoff handelte es 
sich (wahrscheinlich) um eine 50:50-Mischung aus 
Purpur und Indigo. Das Geheimnis dieses heiligen 
Farbstoffs ging vor rund 1400 Jahren verloren, als die 
Phönizier, die ihn lieferten, durch die Invasion der 
Araber überrannt wurden. Der rötlich-violette Farb- 
stoff Purpur wird aus der Meeresschnecke Murex 
brandaris (Herkuleskeule) gewonnen. Die verwandte 
Schneckenart Murex trunculus (Purpurschnecke) se- 
zerniert ein Gemisch aus Purpur und Indigo - und 
somit vermutlich den verloren gegangenen „blauen 
Purpur“. Purpur ist mit Indigo sehr nahe verwandt 
(Abb. 13.8) und unterscheidet sich von diesem nur 
durch zwei von der Meeresschnecke aus dem Meer- 
wasser extrahierte Bromatome am Indigoring. Beide 
Farbstoffe werden zunächst als farblose Vorstufen 
sezerniert, die sich nach Reaktion mit dem Sauerstoff 
der Luft blau (beziehungsweise purpurn) verfärben. 
Indigo selbst wird zum Färben von Wolle und Baum- 
wolle verwendet. Bluejeans werden beispielsweise aus 
Indigo-gefärbter Baumwolle hergestellt. 

Früher gewann man Indigo aus Pflanzen, heute 
wird es chemisch synthetisiert. Vor einiger Zeit ent- 
deckte man mehr oder weniger durch Zufall gene- 
tisch veränderte Bakterien, die Indigo produzieren 
können. Die auf dem NAH-Plasmid enthaltenen 
nah-Gene codieren für das Enzym, das Naphthalin 
abbaut. Bei der Analyse das nah-Systems klonierte 
man Gene des NAH-Plasmids in E. coli, woraufhin 
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sich einige Bakterien blau färbten. Wie sich her- 
ausstellte, besaßen diese blauen Bakterien die Gene 
für Naphthalin-Oxygenase, das Enzym, welches den 
ersten Schritt beim Abbau von Naphthalin kataly- 
siert. Wie bereits erwähnt, wirkt Naphthalin-Oxy- 
genase auch sehr gut auf Indol und wandelt dieses 
in Indoxyl um. Durch den Sauerstoff der Luft wird 
das Indoxyl dann in Indigo verwandelt (s. Abb. 13.8). 
E. coli selbst liefert das Indol durch Abbau der Ami- 
nosäure Tryptophan. Gentechnisch modifizierte E. 
coli müssen zur Erzeugung von Indigo auf einem 
reichhaltigen Medium gezüchtet werden, das Prote- 
inhydrolysat oder eine andere Quelle für Tryptophan 
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13.8 Ähnliche Reaktionen von Naphthalin und Indol 
Wenn Naphthalin (oben) von einer Oxygenase angegriffen 
wird, entstehen zwei Hydroxylgruppen, und es bildet sich 
das Diol. Die gleiche Oxygenase greift auch den Indolring 
an, der Naphthalin sehr ähnlich ist. Das Indoxyl oxidiert 
spontan zu dem blauen Farbstoff Indigo. An das Indigo- 
Ringsystem können an den mit X gekennzeichneten Stel- 
len verschiedene Gruppen gekoppelt sein. Handelt es sich 
bei X um Wasserstoff, so liegt das Indigomolekül selbst 
vor; handelt es sich bei X um Brom, dann liegt ein Molekül 
des Farbstoffs Purpur vor. 


enthält (Abb. 13.9). Um einen solchen modifizier- 
ten Stoffwechselweg kommerziell nutzen zu können, 
müsste man die rekombinanten Bakterien mit dem 
Gen für Naphthalin-Oxygenase auf einem festen Trä- 
ger in einen Bioreaktor einbringen. Am einen Ende 
müsste man Tryptophan zugeben, damit am anderen 
Ende Indigo herauskommt. 


Indol wird von Naphthalin-Oxygenase oxidiert. 

Diese entscheidende Reaktion ermöglicht die Kon- 
struktion eines Syntheseweges zur Herstellung des 
Farbstoffes Indigo aus der Aminosäure Tryptophan. 


Tryptophan 


Tryptophanase 
(bei E. coli bereits vorhanden) 


Indol 


Naphthalin-Oxygenase 
(kloniert aus NAH-Plasmid) 


Dihydroxyindol 
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13.9 Gentechnisch modifizierter Weg der Indigosyn- 
these 

E. coli kann so modifiziert werden, dass es durch Expres- 
sion von Naphthalin-Oxygenase aus dem NAH-Plasmid In- 
digo produziert. Zunächst wandelt £. coli Tryptophan mit- 
tels Tryptophanase in Indol um. Danach wird Indol durch 
die klonierte Oxygenase in Dihydroxyindol umgewandelt, 
das spontan zu Indoxyl dehydriert. An der Luft verfärbt 
sich das Indoxyl blau und bildet Indigo. 
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Der Toluol/Xylol-Abbauweg 


Das am besten erforschte Abbausystem für aromati- 
sche Verbindungen ist der Abbauweg für Toluol/Xy- 
lol. Die zuständigen Gene liegen auf den Plasmiden 
pTOL beziehungsweise pXYL. (Diese beiden Plas- 
mide wurden einst isoliert und nach dem Abbau von 
Toluol respektive Xylol benannt. Die Plasmide unter- 
scheiden sich zwar in anderen Aspekten, enthalten 
aber im Wesentlichen die identischen Abbaugene.) 
Toluol (R = H) und Xylol (R = CH,) werden auf 
dem gleichen Weg (Abb. 13.10) abgebaut wie auch 


einige ihrer Derivate. Im „oberen“ Abbauweg werden 
die Seitenketten angegriffen, im „unteren“ Abbauweg 
wird der aromatische Ring aufgebrochen. 

Ring-Dioxygenasen wie Xylol- oder Toluol-Di- 
oxygenase bestehen im Allgemeinen aus drei Kom- 
ponenten. Die erste Komponente (z.B. das XylX- 
Protein des Xylol-Abbauweges) überträgt Redukti- 
onsäquivalente von NADH oder NADPH über ein 
enzymgebundenes FAD auf ein Fe,S,-Cluster. Das 
zweite und das dritte Protein (z.B. XylY und XylZ) 
tragen weitere Fe,S,-Cluster und verbrauchen mole- 
kularen Sauerstoff. Zusammen bilden sie die termi- 
nale Oxygenase. 
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Legende für den oberen Abbauweg 
XyIMA Xylen-Oxygenase 
xylB Benzylalkohol-Dehydrogenase 
xyIC Benzaldehyd-Dehydrogenase 
xyIN Funktion unbekannt 13.10 Der Toluol/Xylol- 
Legende für unteren Abbauweg Abbauweg . 
xyIXYZ Toluat-1,2-Dioxygenase Am Abbau von Toluol bezie- . 
xylL  1,2-Dihydroxycyclohexa-3,5-diencarboxylat-Dehydrogenase hungsweise Xylol sind zahlrei- 
xylE Brenzcatechin-2,3-Dioxygenase che Enzyme beteiligt. Zunächst 
xylIG 4-Hydroxymuconatsemialdehyd-Dehydrogenase werden von ihnen die Seiten- 
xyIH 4-Oxalcrotonat-Tautomerase ketten abgebaut, danach wird 
xyll 4-Oxalcrotonat-Decarboxylase schlieBlich der Ring aufgebro- 
xylJ 2-Hydroxypenta-2,4-dienoat-Hydratase . 
chen. Toluol wird zu Acetalde- 
xyIK 4-Hydroxy-2-ketovalerat-Aldolase 
xyIF spaltet an Position 3 des Ringes eine Seitenkette ab, sofern eine vorhanden ist hyd und Pyruvat abgebaut, Xylol 
zu Propionaldehyd und Pyruvat. 
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13.11 Regulation des Toluol/Xylol-Abbauweges 

Toluol bindet an den Transkriptionsaktivator XyIR und in- 
duziert dessen Bindung an den Promotor für die Gene des 
oberen Abbauweges. Die Gene des oberen Abbauweges 
wandeln Toluol in Benzoat um, das an XylS, einen weiteren 
Transkriptionsaktivator, bindet. Der Benzoat/XylS-Komplex 
bindet dann an den Promotor für die Gene, welche die 
Enzyme des unteren Abbauweges codieren. Diese bauen 
Benzoat zu Pyruvat, Acetaldehyd und Kohlendioxid ab. 


Die xyl-Gene werden durch Toluol oder Benzyl- 
alkohol induziert. Diese Induktoren binden an das 
XylR-Protein, welches die Promotoren für die Gene 
des oberen Abbauweges (das xyICMABN-Operon) 
sowie das xylS-Gen aktiviert (Abb. 13.11). Im oberen 
Abbauweg entsteht Benzoat. Es dient als Induktor für 
den unteren Abbauweg, indem es an das XylS-Protein 


bindet. Dieses aktiviert anschließend den Promotor 
des unteren Abbauweges und induziert das xyIXYZ- 
LEGFJKIH-Operon. (Durch das XyIR-Protein akti- 
vierte Proteine benötigen den alternativen o-Faktor 
RpoN [=NtrA], der normalerweise von Genen für 
den Stickstoffmetabolismus gebraucht wird. Was dies 
bedeutet, ist noch nicht geklärt.) 

Das Tol/Xyl-System kann so modifiziert werden, 
dass es auch normalerweise nicht verwendete Subst- 
rate akzeptiert. So kann der aromatische Kohlenwas- 
serstoff 4-Ethylbenzoat (4-EB) normalerweise nicht 
über den Xyl-Abbauweg abgebaut werden. Das liegt 
an zwei Problemen: Erstens erkennt das XylS-Ak- 
tivatorprotein 4-EB nicht. Man hat jedoch xylS*-Mu- 
tanten selektiert, die ein modifiziertes XylS-Protein 
produzieren mit der Fahigkeit, 4-EB zu binden und 
den oberen Abbauweg zu induzieren. Dadurch wird 
4-EB in 4-Ethylbrenzcatechin (Ethylcatechol) umge- 
wandelt. Das zweite Problem besteht darin, dass das 
xylE-Produkt, Brenzcatechin-2,3-Dioxygenase, von 
4-Ethylbrenzcatechin inhibiert wird. Man konnte al- 
lerdings eine xylE*-Mutante isolieren, deren verän- 
dertes Protein gegen 4-Ethylbrenzcatechin nicht nur 
resistent ist, sondern dieses sogar als Substrat nutzen 
kann. Die xylS*-xylE*-Doppelmutante baut 4-Ethyl- 
benzoat vollstandig zu Pyruvat und Acetaldehyd ab 
(Abb. 13.12). Ein derart verbessertes System lässt sich 
problemlos auf andere Wirtsbakterien tibertragen, da 
es sich bereits in einem Plasmid befindet. 


Der Abbauweg fiir Toluol/Xylol wurde so modifi- 
ziert, dass darüber auch viele andere aromatische 
Verbindungen abgebaut werden können. Für einen 
vollständigen Abbau dieser Verbindungen benötigt 
man in der Regel mutierte Enzyme und mutierte 
Regulatoren mit neuer Spezifität. 


Abspaltung von Halogen-, 
Nitro- und Sulfonatgruppen 


In der Umwelt findet sich eine große Vielfalt an 
aromatischen Verbindungen, einige kommen dort 
von Natur aus vor, andere stammen von Verschmut- 
zungen durch den Menschen. Für fast alle dieser 
Verbindungen lassen sich Bakterien isolieren, die sie 
abbauen (s. Kap. 12 für Rhodococcus). Polychlorierte 
Biphenyle (PCBs) sind industrielle Schadstoffe. Wei- 
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13.13 Abspaltung von Chlor- und Nitrogruppen 
durch Dioxygenasen 

Dioxygenasen können in aromatische Ringe, die Chlor- 
oder Nitrogruppen tragen, Hydroxylgruppen einbauen. 
Dabei werden Chlorid und Nitrit freigesetzt. 


tere chlorierte Aromaten sind selektive Herbizide 
wie 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsäure). In der 
pharmazeutischen, Farbstoff- und Detergenzienin- 
dustrie finden zahlreiche Nitro- und Sulfonatderivate 


13.12 Modifikation des Toluol/ 
Xylol-Abbauweges 

Die Enzyme, die Toluol und Xylol 
abbauen, sind auch zum Abbau an- 
derer Substanzen wie 4-Ethylben- 
zoat (4-EB) in der Lage. Es müssen 
jedoch zwei Proteine mutiert sein, 


COOH um das neue Substrat zu erkennen. 
Für eine Aktivierung der Enzyme 
des oberen Abbauweges muss der 
Transkriptionsfaktor XylS so mu- 

CH, tiert sein, dass er von 4-EB aktiviert 


wird. XylE bricht normalerweise die 
Ringstruktur des Diols auf, kann 
aber nicht das 4-EB-diol als Subst- 
rat verwenden. Der Ring des 4-EB- 
diols wird nur von einer mutierten 
Form von XylE aufgebrochen. Mit 
einem Tol/Xyl-Plasmid, das beide 
mutierten Gene enthält, transfor- 
mierte E. coli können 4-EB effektiv 
abbauen. 


vollständiger 
Abbau 


Verwendung. Die Chlor-, Nitro- und Sulfonatgrup- 
pen können bei der Dioxygenasereaktion abgespalten 
werden, wobei Chlorid, Nitrit und Bisulfit (Hydro- 
gensulfit) entstehen (Abb. 13.13). Ring-Dioxygena- 
sen bestimmter Bakterien greifen die substituierten 
Ringe an, während andere von den Chlor-, Nitro- 
oder Sulfonatgruppen inhibiert werden. Bei ungefähr 
10 % der organischen Schadstoffe im Rhein handelt 
es sich um aromatische Sulfonate aus der deutschen 
Farbstoffindustrie. Daher überrascht es nicht, dass 
viele aus dem Rhein isolierte Bakterien Dioxygena- 
sen besitzen, die gut Sulfonat- und Nitrogruppen 
abspalten können. 


Viele aromatische Verbindungen tragen Chlor-, 

Nitro- oder Sulfonatgruppen. Diese können häu- 
fig durch bakterielle Dioxygenasen abgespalten 
werden. 
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Bioraffinerie von fossilen 
Brennstoffen 


Das Wachstum der industrialisierten Zivilisation hat 
insbesondere durch die Nutzung fossiler Brennstoffe 
als Energie und die Entwicklung der organisch-che- 
mischen Industrie zur Verschmutzung der Umwelt 
mit einer ganzen Reihe von Verbindungen nichtbio- 
logischer Herkunft beigetragen. Viele Ablagerungen 
fossiler Brennstoffe, ob Kohle oder Erdöl, enthalten 
einen hohen Schwefelanteil - bis zu 5 % Schwefel bei 
Kohle aus Osteuropa oder aus dem amerikanischen 
Mittelwesten. Bei der Verbrennung von Kohle mit ho- 
hem Schwefelgehalt gelangen große Mengen Schwe- 
feldioxid in die Atmosphäre, was zur Entstehung 
von saurem Regen beiträgt. Lösen ließe sich dieses 
Problem möglicherweise durch die Entwicklung von 
Bakterien, welche die problematischen Schwefelver- 
bindungen bereits vor der Verbrennung aus der Kohle 
(beziehungsweise dem Erdöl) eliminieren könnten. 
Mehrere natürlich vorkommende Schwefelbakte- 
rien wie Thiobacillus und Sulfolobus wandeln Pyrit 
(FeS,), die hauptsächliche Erscheinungsform von an- 
organischem Schwefel in Kohle, in lösliches Sulfat 
um, das mit Wasser ausgewaschen werden kann. Das 
Hauptproblem besteht also darin, den organischen 
Schwefel zu beseitigen, insbesondere den in Thio- 
phen-Ringen enthaltenen. Dieser macht im typischen 
Fall mindestens 70 % des organischen Schwefels aus 
(Abb. 13.14). In heute lebenden Organismen findet 
man Verbindungen, die Thiophenringe enthalten, 
zwar so gut wie nie, in den organischen Schwefel- 
fraktionen fossiler Brennstoffe wie Kohle und Öl 
bilden sie jedoch einen erheblichen Anteil. Das wich- 
tigste Chinon von Archaebakterien wie Sulfolobus 
ist Caldariellachinon; dieses enthält einen mit einem 
Benzochinon fusionierten Thiophenring. Vermutlich 


S 


Thiophen Dibenzothiophen 


13.14 Thiophen und Dibenzothiopen 

Der in Kohle und anderen fossilen Brennstoffen enthaltene 
organische Schwefel ist vor allem auf die schwefelhaltigen 
Moleküle Thiophen und Dibenzothiopen zurückzuführen. 


handelt es sich bei den Thiophenen der Kohle um die 
fossilen Stoffwechselprodukte von Archaebakterien. 
Dibenzothiophen (DBT) ist eine häufig verwen- 
dete Modellverbindung (Abb. 13.14) und vermutlich 
repräsentativ für den in Kohle und Erdöl enthalte- 
nen organischen Schwefel. Der biologische Abbau von 
DBT und die Beseitigung des Schwefels erfolgen über 
mehrere Schritte in einem als 4S-Weg bezeichneten 
Prozess (Abb. 13.15). Bei den meisten Bakterien, die 
Thiophenderivate abbauen können, erfolgt der Abbau 
nicht vollständig. Viele eliminieren den Schwefel nicht 
gänzlich aus seiner organisch gebundenen Form, an- 
dere verwenden als Substrat nur bereits auf die Sulfon- 
oder Sulfoxidstufe oxidiertes DBT (s. Abb. 13.15). Für 
eine vollständige Entschwefelung muss man entweder 
ein natürliches Isolat finden, das sämtliche Schritte 
ausführen kann, oder die einzelnen Schritte des 4S- 
Weges aus verschiedenen Bakterien genetisch in ei- 
nem einzigen modifizierten Stamm zusammenfügen. 
Bestimmte Bakterien, vor allem bestimmte Rho- 
dococcus-Arten, entschwefeln Dibenzothiophen tat- 
sächlich vollständig, genauso wie sie verwandte Hete- 
rozyklen wie Dibenzofuran und Xanthone abbauen. 
Das dszABC-Operon von Rhodococcus befindet sich 
auf einem linearen Plasmid und codiert drei Enzyme 
des 4S-Weges. Zusätzlich wird eine vom dszD-Gen 
codierte Flavin-Reduktase benötigt, die reduziertes 
FMN liefert (s. Abb. 13.15). Das dszD-Gen ist nicht 
mit dem dszABC-Operon verbunden. Die Enzyme 


sind Folgende: 
e dritter Schritt: DszA = Dibenzothiophensulfon- 
Oxygenase 


e vierter Schritt: DszB = Benzolsulfinat-Desulfinase 

erster und zweiter Schritt: DszC = Dibenzothio- 

phen-Oxygenase 

e Bereitstellung von FMNH,: DszD = Flavin-Re- 
duktase 


Diese natiirlichen Isolate bringen jedoch einige Pro- 

bleme mit sich: 

1. Rhodococcus ist genetisch nicht besonders gut er- 
forscht, was eine weitere Modifikation erschwert. 

2. Zur Entschwefelung von Kohle oder Erdöl benö- 
tigt man widerstandsfähige Bakterien, die leicht 
in hoher Dichte zu vermehren sind. Rhodococcus 
ist in dieser Hinsicht nicht besonders geeignet. 

3. In der Natur dienen die Entschwefelungsgene 
(dszABC) von Rhodococcus dazu, Schwefel zu 
erlangen (und nicht zum Abbau von Dibenzo- 
thiophenen zum Gewinn von Kohlenstoff und 
Energie). Folglich werden sie nur in geringen 
Mengen exprimiert, weil die Bakterien fiir ihr 
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13.15 Der 4S-Weg zur Eliminierung von Schwefel aus 
Thiophenringen 

Dibenzothiophen wird von der Oxygenase DszC mithilfe von 
DszD, einer Flavin-Reduktase, welche die Reduktionsaquiva- 
lente liefert, in Sulfoxid umgewandelt. Die beiden gleichen 
Enzyme wandeln Sulfoxid in Sulfon um. Danach bricht DszA, 
eine weitere Oxygenase, die Ringstruktur auf. Abschließend 
setzt DszB den Schwefel in Form von Sulfit frei. 


Wachstum nur kleine Mengen Schwefel benö- 
tigen. Zudem reprimieren andere anorganische 
und organische Schwefelverbindungen das Ope- 
ron. Deshalb würde der in Kohle oder Erdöl (mit 
hohem Schwefelgehalt) meist vorhandene anor- 
ganische Schwefel die dszABC-Gene reprimieren. 
Ebenfalls reprimiert würden diese Gene, wenn 
die Bakterien zuvor auf einem organischen Me- 
dium gezüchtet wurden, das schwefelhaltige Ami- 
nosäuren wie Cystein oder Methionin enthält. 


Deshalb hat man das dszABC-Gencluster von Rho- 
dococcus kloniert und in geeignete Plasmide für die 
Expression in E. coli und in bestimmten widerstands- 
fähigen Pseudomonas-Stämmen eingebaut. Man hat 
die dszABC-Gene der Kontrolle starker Promotoren 
unterstellt, die nach Bedarf induziert werden können 
und nicht von Schwefelverbindungen reprimiert wer- 
den (Abb. 13.16). Die so erzeugten Stämme entschwe- 
feln DBT besser als herkömmliche Rhodococcus. 

Für eine hohe Produktivität des 4S-Weges müs- 
sen große Mengen von Reduktionsäquivalenten be- 
reitgestellt werden. In Zellen mit einem klonierten 
dszABC-Operon wird die Reduktion von FMN durch 
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13.16 Gentechische Modifikation des Dsz-Systems 
Die fur die Entschwefelung von Dibenzothiophen codieren- 
den Gene von Rhodococcus wurden kloniert und in ein Plas- 
mid überführt. Für die Bereitstellung von Reduktionsaqui- 
valenten benötigen die drei Enzyme DszC, DszA und DszB 
eine Flavin-Reduktase. Rhodococcus verwendet dazu das 
Produkt seines dszD-Gens, effektiver funktioniert allerdings 
die Flavin-Reduktase von E. coli (codiert durch hpaC). Daher 
wird das hpaC-Gen von E. coli auf demselben Plasmid über- 
exprimiert. Die Transkription des gesamten Genclusters 
steht unter der Kontrolle des induzierbaren tac-Promotors. 
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Flavin-Reduktase zum limitierenden Faktor bei der 
Eliminierung von Schwefel aus Dibenzothiophen. 
Flavin-Reduktase aus anderen Bakterien funktioniert 
jedoch ebenso gut oder sogar besser als das DszD- 
Enzym von Rhodococcus. So hat man beispielsweise 
das Gen für das HpaC-Enzym aus E. coli kloniert 
und in großen Mengen exprimiert; dieses Enzym 
beschleunigt die Entschwefelung erheblich. Als wei- 
tere Modifikation hat man das hpaC-Gen und die 
dszABC-Gene zu einem einzigen Operon unter der 
Kontrolle des tac-Promotors gekoppelt. (Dies ist ein 
Hybridpromotor mit der RBS des trp-Promotors und 
dem Operator des lac-Promotors. Es handelt sich 
daher um einen starken Promotor, der von IPTG 
induziert wird.) Somit kann, falls erforderlich, IPTG 
das kombinierte Entschwefelungsmodul induzieren. 

Obwohl das DszC-Enzym an den Schwefel von Di- 
benzothiophen Sauerstoff addiert, ist es nahe verwandt 
mit den Ring-Dioxygenasen, die an aromatische Ringe 
zwei Hydroxylgruppen anhängen. So hydroxyliert 
Phenanthren-Dioxygenase Phenanthren (einen aro- 
matischen Kohlenwasserstoff mit drei Ringen), wan- 
delt aber auch DBT in sein Sulfon um. Durch Muta- 
tion der Biophenyl-Dioxygenase durch Gen-Shuffling 
(s. Kap. 11) entstehen ebenfalls Enzymmutanten, die 
Dibenzothiophen und verwandte Verbindungen als 
Substrat nutzen können. In diesen Fällen bewirkt das- 
selbe Enzym die Hydroxylierung der aromatischen 
Ringe und die Addition von Sauerstoff an den Thio- 
phenschwefel; dadurch entsteht zunächst das Sulfoxid 
und anschließend das Sulfon. Das DszC-Enzym muss 
ebenfalls mutiert vorliegen, um das Spektrum seiner 
Substrate zu erweitern. Beispielsweise ermöglicht die 
Mutation Val261Phe eine Oxidation von Methylben- 
zothiophen und Alkylthiophenen. 


Zu den großen Leistungen im Stoffwechsel-Engi- 

neering zählt die Zusammenstellung eines Abbau- 
weges für die schwefelhaltigen Thiophenringe, wie 
sie häufig in fossilen Brennstoffen enthalten sind. 


Biosynthese mittelgroßer 
Moleküle 


Mit Ausnahme der Produktion von Alkohol und In- 
digo haben wir uns bisher mit Abbauvorgängen be- 
fasst. Bei den Gärungsprozessen, durch die Alkohol 
entsteht, soll Energie aus Zuckern freigesetzt werden, 


und Indigo ist ein zufällig beim Abbau von Naphtha- 
lin entstehendes Nebenprodukt. Zahlreiche Naturpro- 
dukte werden jedoch industriell auch mit Methoden 
hergestellt, die auf den natürlichen Biosynthesewegen 
beruhen. So werden beispielsweise zahlreiche Ami- 
nosäuren von Mikroorganismen produziert und für 
vielfältige Zwecke verwendet. Hier soll es nun um 
etwas komplexere Moleküle gehen. Zunächst befassen 
wir uns mit ausgewählten Sterinen und Antibiotika, 
anschließend mit einigen Beispielen für Biopolymere. 
Dabei sollen die Synthesewege nicht im Detail behan- 
delt werden, sondern lediglich beispielhaft zeigen, wie 
sich diese Prozesse gentechnisch verbessern lassen. 

Antibiotika und Sterine sind nur mäßig komplexe 
Moleküle, zählen aber zu den Molekülen, deren gen- 
technische Modifikation mit den größten Schwie- 
rigkeiten einhergeht. Das liegt daran, dass ihre Syn- 
thesewege 20 oder mehr Schritte umfassen können. 
Für jeden Schritt wird ein anderes Enzym benötigt, 
das wiederum von einem eigenen Gen codiert wird. 
Überdies sind viele dieser Synthesewege verzweigt 
und/oder interagieren mit anderen Stoffwechselwe- 
gen. Infolgedessen ist ihre Regulation oft komplex. 
Gene, die Enzyme und Regulationsproteine für lange 
und komplexe Synthesewege codieren, zu analysie- 
ren, zu klonieren und zu exprimieren, ist mit einem 
sehr hohen Aufwand verbunden. 


Für die Biosynthese kleiner Moleküle müssen 
normalerweise mehrere Enzyme nacheinander 
einwirken. Folglich stellt die Manipulation von Anti- 
biotika, Sterinen, Opiaten und so weiter eine große 
Herausforderung dar. 


Synthese und Modifikation 
von Sterinen 


Das Grundgerüst der Sterine (oder Sterole) besteht 
aus vier miteinander verknüpften Ringen: drei sechs- 
gliedrige Ringe und ein fünfgliedriger Ring (Beispiele 
zeigt Abb. 13.17). Pflanzen, Tiere und Pilze synthe- 
tisieren viele verschiedene Sterine, die meisten Bak- 
terien hingegen nicht, denn zur Sterinsynthese wird 
molekularer Sauerstoff benötigt, und viele Bakterien 
leben unter anaeroben Bedingungen. Dennoch besit- 
zen zahlreiche Bakterien Enzyme zur Modifikation 
der Struktur von Sterinen, die von anderen Organis- 
men synthetisiert wurden. 
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Exkurs 13.1 


Stoffwechsel-Engineering mittels integrierter 


Regulationskreise 


Neue Synthesewege lassen sich auch auf eine allge- 
meinere Weise erstellen, wobei die Anordnung von Ge- 
nen und Promotoren im Mittelpunkt steht und nicht 
die eigentlichen Genprodukte und Metaboliten. Wissen- 
schaftler, die sich mit genetischen Regulationskreisen 
befassen, erforschen häufig nicht einen bestimmten Syn- 
theseweg, sondern verwenden stattdessen Modellgene, 
denn neue Anordnungen könnten auch ein neues Ver- 
halten von Zellen zur Folge haben. Zum Beispiel kann die 
Anordnung der Gene dafür sorgen, dass das letztendliche 
Genprodukt besonders stabil ist, dass die Häufigkeit des 
Endprodukts einer bestimmten Schwankungsbreite un- 
terworfen ist oder dass das Produkt nur dann exprimiert 
werden kann, wenn ein bestimmtes Protein in der Um- 
welt vorhanden ist oder zugegeben wird, und somit ein 
Biosensorsystem darstellt. 

Als Beispiel für ein Biosensorsystem kann gelten, 
wenn ein bestimmter Schadstoff (der Input) bewirkt, 
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dass eine Zelle grün fluoresziert (der Output). Durch die 
Anwesenheit des Schadstoffes wird das Gen für das grün 
fluoreszierende Protein angeschaltet. Dazu sind meh- 
rere Gene in einer Transkriptionskaskade erforderlich, 
die steuern, ob GFP produziert wird oder nicht. Durch 
Manipulation der Anordnung von Kontrollelementen wie 
Enhancern und Repressoren kann man Zellen höchst sen- 
sitiv oder weniger sensitiv für den Schadstoff machen. 
Abbildung A zeigt einige zur Regulation der Genex- 
pression verwendete Motive. Das erste ist ein einfaches 
an- und abschaltbares Dosiskompensationsmotiv (engl. 
on/off dosis compensation motif). Im vorliegenden Bei- 
spiel könnte der Schadstoff an das Repressorprotein bin- 
den, welches das GFP-Gen reguliert. Bei Anwesenheit des 
Schadstoffes wird der Repressor vom GFP-Gen abgezo- 
gen, und die Zellen fluoreszieren. Eine andere Form eines 
Regulationskreises ist das Feedforward-Motiv. Hierbei re- 
guliert ein Mastergen mehrere Synthesewege. Ein drittes 


A Schematische Darstellung 
verschiedener genetischer 
Regulationskreise 

Bei einem einfachen an- und 
abschaltbaren Motiv (oben) 
verhindert ein Repressorprotein 
die Transkription und Translation 
des Output-Gens. Bei Ankommen 
des Input-Signals wird der Re- 
pressor vom Promotor abgelöst 
und das Output-Gen aktiviert. 
Beim Feedforward-Motiv (Mitte) 
reguliert ein Masterkontrollgen 
verschiedene Gene (hier mit 1 
bis 5 bezeichnet). Das Input- 
Signal aktiviert den Promotor für 
das Masterkontrollgen, welches 
wiederum die Gene 1 bis 5 akti- 
viert. Beim regulatorischen Feed- 
back-Motiv (unten) sind zwei 
Gene im Tandem mit verschiede- 
nen Promotoren gekoppelt. Pro- 
motor 2 wird ständig exprimiert, 
sodass Repressorprotein synthe- 
tisiert wird. Das verhindert die 
Expression von Promotor 1, bis 
ein Input-Signal eintrifft. Dann 
wird der Repressor freigesetzt 
und das Output-Gen exprimiert. 


Gen 1 


Gen 2 


© 


Gen 3 


Gen 4 


Gen 5 


370 _ Stoffwechsel-Engineering 


Motiv funktioniert über ein regulatorisches Feedback. In 
diesem Fall reprimiert das Endprodukt des Gens den ge- 
samten Syntheseweg. Alle diese Motive kommen in der 
Natur vor und können im Stoffwechsel-Engineering dazu 
dienen, die Produktion des Endprodukts zu regulieren. 

In E. coli kann man auch neue genetische Regulati- 
onskreise einbauen. So bewirkte beispielsweise das in 
Abbildung B dargestellte System, dass £. coli als Reak- 
tion auf DNA-Schädigung einen Biofilm produzierte. Der 
genetische Regulationskreis umfasste den Input UV-Licht 


a 
Sensor 


ge 


aktiviertes RecA 


Regulationskreis 


= keine Schädigung 


E mvc 
DI uv 


1.0 | 


Kristallviolettabsorption 


positive 
Kontrolle 


negative 
Kontrolle 


oder Mitomycin C, der eine Schädigung der DNA verur- 
sacht, einen Regulationskreis aus Repressorgenen und 
ein Output-Modul, bei dem das Biofilmgen (traA) von 
einem Promotor kontrolliert wurde, der auf Repressoren 
reagiert. Die Zellen produzierten nur dann einen sichtba- 
ren Biofilm, wenn Schäden an der DNA das RecA-Protein 
aktivierten. Das RecA-Protein verhindert, dass der Regu- 
lationskreis das Output-Modul reprimiert. Bei einer Ak- 
tivierung von RecA wurde damit der Output - in diesem 
Fall der Biofilm - erzeugt. 


DNA-Schädigung 
(MMC oder UV) 


Bunßipey>s-YNd Sul 


Bunßipey>s-YNd 


programmierte 
E. coli 


B Von £. coli als Reaktion auf eine Schädigung der DNA produzierter Biofilm 


Neuartiges Input-Output-System, das bei Feststellung von 


DNA-Schäden die Bildung eines Biofilmes induziert. a Gene- 


tisches Netzwerk, das Schäden an der DNA (Input) mit der Bildung eines Biofilmes (Output) verknüpft. Der Repressor 
cl inhibiert normalerweise die Expression von /ac/ vom Promotor PL*. Eine Schädigung der DNA bewirkt die Aktivie- 
rung von RecA, das cl spaltet und dadurch inaktiviert. Dadurch kann /ac/ exprimiert werden, das die Expression von 


cl hemmt. Ohne cl produziert die Zelle auch TraA, was zur 


Bildung eines Biofilmes führt. b Kristallviolettabsorption 


kontrollierter und modifizierter Stämme nach Einwirken der DNA-schädigenden Agenzien Mitomycin C (MMC) und UV- 
Strahlung. Eine erhöhte Kristallviolettabsorption zeigt die Bildung eines Biofilmes an. c In einem Reagensglas mit mo- 
difizierten Zellen, die keinen DNA-schädigenden Agenzien ausgesetzt waren, ist keine Biofilmbildung zu erkennen. Aus: 
McDaniel und Weiss (2005) Curr Opin Biotechnol 16: 476-483. Copyright 2005. National Academy of Sciences, USA. 
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Cholesterin H 


B-Sitosterin CH 


2H 


5-ß,ß-Sitosterin 


13.17 Sterine und Stanole 

Cholesterin, ein tierisches Sterin, und das pflanzliche Ste- 
rin B-Sitosterin haben eine ähnliche Struktur. B-Sitosterin 

kann zu dem Stanol 5-ß,ß-Sitosterin reduziert werden, das 
bei der Nährstoffaufnahme mit Cholesterin in Konkurrenz 

tritt und dadurch dessen Aufnahme vermindert. 


Sterine dienen zum einen als Membranbestand- 
teile (z.B. Cholesterin), zum anderen als Hormone. 
(Steroidhormone aktivieren die Genexpression über 
Rezeptorproteine. Bei den Steroiden handelt es sich 
um Sterinderivate mit Keto- anstelle von Hydroxyl- 
gruppen.) Von anderen Organismen synthetisierte 
oder modifizierte Sterine können bei Tieren nachhal- 
tige Auswirkungen haben, indem sie die Funktion der 


natürlichen Steroidhormone beeinflussen. Zusätzlich 
ahmen auch verschiedene vom Menschen hergestellte 
Moleküle Steroide in ihrer Wirkung nach. Steroid- 
hormone regulieren viele verschiedene Prozesse. Am 
augenfälligsten waren jedoch die Auswirkungen von 
Sterinen in der Umwelt auf die Fortpflanzung. Viele 
von ihnen wirken durch Bindung an Östrogenre- 
zeptoren. Infolgedessen werden diese Verbindungen 
mitunter auch als Xenöstrogene bezeichnet. 

Cholesterin und seine Analoga wirken sich nach- 
drücklich auf die menschliche Gesundheit aus. So 
beeinflusst beispielsweise der Cholesterinspiegel im 
Blut die Verstopfung von Arterien durch Fettabla- 
gerungen (Arteriosklerose). Weitgehend verhindert 
werden kann die Absorption von Cholesterin aus der 
Nahrung durch viele pflanzliche Sterine, vor allem 
durch ihre hydrierten Derivate, die Stanole. Das 
Steringerüst enthält eine Doppelbindung an der Posi- 
tion 5-6 des zweiten Ringes (Abb. 13.17). Wird diese 
zu einer Einfachbindung reduziert, so entsteht ein 
Stanol mit völlig anderen biologischen Eigenschaf- 
ten. Wenn man viel pflanzliche Kost zu sich nimmt, 
die reich an solchen Stanolen ist, kann man die 
Aufnahme von Cholesterin aus der Nahrung verrin- 
gern. Dies wirkt sich positiv auf die Gesundheit aus. 
Deshalb werden pflanzliche Sterine bisweilen bei der 
Nahrungsmittelverarbeitung zu den entsprechenden 
Stanolen hydriert. Dies kann chemisch oder mithilfe 
von Mikroorganismen erfolgen. 

Viele Bakterien besitzen Sterin-modifizierende En- 
zyme, die verschiedenste Reaktionen katalysieren. Ei- 
nige können die 5-6-Doppelbindung reduzieren und 
dadurch Sterine in Stanole umwandeln. Darüber hin- 
aus können einige Bakterien, insbesondere Arten der 
Gattung Eubacterium, Cholesterin selbst zu Coprosta- 
nol reduzieren, das vom Darm nur schlecht absorbiert 
wird. Daher sind Sterin-modifizierende Enzyme po- 
tenziell von großem Nutzen für die Nahrungsmittel- 
verarbeitung, aber vielleicht auch für den Abbau von 
Xenöstrogenen in der Umwelt. Man hat mehrere Gene 
für Sterin-modifizierende Enzyme aus Eubacterium 
kloniert, in E. coli exprimiert und die entsprechenden 
Enzyme gereinigt und charakterisiert. 

Zur Herstellung von Sterinen, die zu therapeuti- 
schen Zwecken einsetzbar sind, könnte sich das Stoff- 
wechsel-Engineering ebenfalls als nützlich erweisen. 
Steroide wie Cortison und Prednison werden zur Be- 
handlung von Entzündungskrankheiten (wie Arthri- 
tis, Colitis, Allergien und Hautprobleme) eingesetzt. 
Weiterhin finden Steroide zur Empfängnisverhütung 
und zur Behandlung von Hormonmangelsyndromen 
Verwendung. Heute stellt man diese Steroide in ver- 
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schiedenen chemischen und mikrobiellen Schritten 
aus pflanzlichen Sterinen her. Dem Stoffwechsel-En- 
gineering wird letztlich die Aufgabe zukommen, einen 
einzigen Mikroorganismus zu erzeugen, der sämtliche 
für die Herstellung eines bestimmten Produkts erfor- 
derlichen Modifikationsschritte ausführen kann. 


Sterine, vor allem pflanzlicher Herkunft, werden 
durch Stoffwechsel-Engineering zu den verschiedens- 
ten Produkten modifiziert. Einige dienen als Pharma- 
zeutika, andere als Zusatzstoffe für Lebensmittel. 


Biosynthese von f-Lactam- 
Antibiotika 


In den 1920er-Jahren entdeckte Alexander Fleming, 
dass ein Schimmelpilz Penicillin produziert - der 
klassische Fall einer zufälligen Entdeckung. Fleming 
ließ Petrischalen mit Bakterienkulturen so lange ste- 


Schimmel 


klare Zone 


Bakterien 


— Petrischale mit Agar 


von 
Penicillium notatum 


hen, dass sich darauf Schimmelpilze bildeten. Dann 
bemerkte er um den blauen Schimmel aus der Peni- 
cillium-Verwandtschaft eine klare Zone, in der die 
Bakterien abgetötet und aufgelöst worden waren. Er 
ging der Sache nach und stellte fest, dass der Pilz 
eine für Bakterien toxische, für Tiere jedoch harm- 
lose Substanz bildete: Penicillin. Fleming nannte den 
Pilz Penicillium notatum. Der mit diesem verwandte 
Schimmelpilz Penicillium chrysogenum produziert 
das ähnliche Antibiotikum Cephalosporin C. Beide 
sind Vertreter der Familie der ß-Lactam-Antibiotika 
und werden auf getrennten Zweigen des gleichen 
Biosyntheseweges gebildet (Abb. 13.18). 

Die von den Schimmelpilzen synthetisierten 
ß-Lactam-Antibiotika können chemisch zu vielen 
verschiedenen Antibiotika verändert werden. Cepha- 
losporin C hat selbst nur eine schwache antibakte- 
rielle Wirkung, bildet jedoch den Ausgangspunkt 
für eine Vielzahl von Breitspektrumantibiotika, die 
durch chemische Modifikation entstehen. Dazu muss 
Cephalosporin C zunächst in 7-ACS (7-Aminoce- 
phalosporansäure) umgewandelt werden; bislang ist 
noch kein Organismus bekannt, der diese produziert. 
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13.18 Biosynthese von f-Lactam-Antibiotika 


Wenn sich auf ursprünglich mit Bakterienkolonien übersätem Agar bestimmte Schimmelpilze ausbreiten, bildet sich um 


den Schimmel herum eine klare Zone, in der keine Bakterien 
Cephalosporin C zurückzuführen, die von dem Schimmel geb 


wachsen können. Diese ist auf Antibiotika wie Penicillin oder 
ildet werden. 
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Ursprünglich führte man diesen Schritt chemisch 
durch und erhielt nur einen sehr geringen Ertrag. 
Nun ist es vor kurzem gelungen, einen Schimmelpilz, 
der Cephalosporin C synthetisiert, so zu modifizie- 
ren, dass er dieses in 7-ACS umwandelt. Für diesen 
erweiterten Syntheseweg mussten zwei zusätzliche 
Gene eingebaut werden (Abb. 13.19). Das Gen für 
D-Aminosäure-Oxidase stammte von dem Pils Fusa- 
rium solani, das Gen für Cephalosporin-Acylase von 
dem Bakterium Pseudomonas diminuta. 

Die 7-ACS dient als Ausgangsverbindung für eine 
ganze Reihe chemischer Modifikationen, die Anti- 
biotika mit unterschiedlichen Eigenschaften liefern. 
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7-Aminocephalosporansäure 


13.19 Modifizierter Syntheseweg für 7-ACS 

Zur Herstellung neuer antibakterieller Verbindungen muss 
man Cephalosporin C in 7-Aminocephalosporansäure 
(7-ACS) umwandeln. An dieser Umwandlung sind die En- 
zyme D-Aminosäure-Oxidase und Cephalosporin-Acylase 
beteiligt. Die Gene für diese Enzyme wurden isoliert, 
kloniert und in verschiedenen Bakterien exprimiert, aber 
auch in Schimmelpilzen, die selbst Cephalosporin C pro- 
duzieren. 


Darunter sind Varianten mit einer Resistenz gegen 
bakterielle 6-Lactamasen und solche, die besser in 
Bakterienzellwände eindringen, aber auch Antibio- 
tika mit verbesserten pharmakologischen Eigenschaf- 
ten (die z.B. vom Darm besser absorbiert werden). 


Die meisten ß-Lactam-Antibiotika entstehen 
durch chemische Modifikation. Durch die 
Veränderung des ursprünglichen ß-Lactam- 
Syntheseweges von Schimmelpilzen der Gattung 
Penicillium konnte man den Ertrag dieser Antibio- 
tika deutlich steigern. 


Polyketide und 
Polyketidantibiotika 


Immer mehr pathogene Mikroorganismen entwi- 
ckeln durch Mutationen eine Resistenz gegenüber 
Antibiotika. Dadurch ergeben sich bei der Behand- 
lung von Patienten mit bestimmten Infektionskrank- 
heiten zunehmend Probleme. Es werden ständig 
neue Antibiotika zur Behandlung von Infektionen 
benötigt, gegen die die früheren Generationen von 
Antibiotika wirksam waren. Zwar werden auch in 
der Natur immer noch neue Antibiotika entdeckt, 
und einige lassen sich durch Modifikation einer Aus- 
gangsverbindung (wie 7-ACS, s. vorne) herstellen, es 
führt jedoch kein Weg daran vorbei, neue Möglich- 
keiten zu finden. 

Bei der kombinatorischen Biosynthese werden 
Gene für nützliche Naturprodukte so manipuliert, 
dass dadurch zahlreiche mögliche Varianten entste- 
hen. Diese kann man dann auf abweichende und/oder 
verbesserte Wirkungen hin überprüfen. In der Praxis 
lassen sich nur bestimmte recht flexible biochemische 
Synthesewege durch derartige Manipulationen modi- 
fizieren. Das beste Beispiel liefert der Polyketidweg 
(Abb. 13.20). Polyketide sind lineare Polymere. Ihre 
Synthese geht von einem kleinen Initiatormolekül aus, 
das durch die Addition von Untereinheiten aus zwei, 
drei oder vier Kohlenstoffatomen verlängert wird. 
Jede Untereinheit steuert zwei Kohlenstoffatome zu 
dem wachsenden Polymerrückgrat bei, die anderen 
Kohlenstoffatome bilden Verzweigungen (Methyl- 
oder Ethylgruppen). Bei der eigentlichen Synthese 
trägt jedes zweite Kohlenstoffatom des Polymerrück- 
grats eine Ketogruppe - daher der Name Polyketid. 
Einige der Ketogruppen können jedoch während der 
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13.20 Prinzip des Polyketidweges 

Polyketide werden durch Addition von kleinen Unterein- 
heiten aus zwei, drei oder vier Kohlenstoffatomen an ein 
Initiatormolekül (blau) synthetisiert. Bei jeder Addition ei- 
ner Untereinheit entsteht durch Oxidation am benachbar- 
ten C-Atom eine Ketogruppe (C=O). Durch jede weitere 
Untereinheit wird die Kette um zwei Kohlenstoffatome 
verlängert; alle weiteren C-Atome werden zu Seitenketten 
(in der Abbildung mit einem R bezeichnet). 


Verlängerung des Polymers zu Hydroxylgruppen oder 
CH,-Gruppen reduziert werden. 

Nach der Synthese bildet die Polyketidkette ver- 
schiedene Ringsysteme und wird auf unterschiedli- 
che Weise modifiziert. Mehrere Familien von Anti- 
biotika gehören zu den Polyketiden, die bekanntesten 
davon sind die Tetracycline und die Macrolide (z.B. 
Erythromycin). Bestimmte Bakterien stellen diese 
Antibiotika von Natur aus her, vor allem Vertreter 


der Familie Actinomyceten. Die Gene für die Synthe- 

sewege der Antibiotika bilden normalerweise Clus- 

ter, was sich für die Klonierung und Manipulation als 
recht praktisch erweist. 

Die Polyketid-Synthasen bestehen aus Modulen, 
von denen jedes für die Addition und Modifikation 
einer Polyketiduntereinheit verantwortlich ist. Jedes 
der Module umfasst folgende Enzymaktivitäten: 

e ,Beladungsenzym* (engl. loading enzyme): 
transportiert die wachsende Kette tiber einen 
Thiolester 

e Kettenverlangerungsenzym: wählt die korrekten 
ankommenden Untereinheiten aus (d.h. mit zwei, 
drei oder vier Kohlenstoffatomen) und verbindet 
diese mit der wachsenden Kette 

e optionale Reduktase: wandelt die Ketogruppe in 
eine Hydroxylgruppe um 

e optionale Reduktase: wandelt die Hydroxylgruppe 
in Methylen um 

e Transferase: transportiert das wachsende Polyke- 
tid zum nächsten Modul 


Das Erythromycinsystem besteht zum Beispiel aus 
sechs Modulen, die jeweils eine 3C-Untereinheit an- 
fügen, plus einer Beladungsdomäne, die das Initia- 
tormolekül aufgreift, und einer Freisetzungsdomäne. 
Diese Module sind auf drei separaten Polyketidket- 
ten angeordnet (Abb. 13.21). Nach der Freisetzung 
schließt sich die Erythromycinvorstufe zu einem 
Ring zusammen und wird durch Addition zweier 
Zuckerderivate modifiziert. 

Zur Modifikation von Polyketidwegen wie dem 
für Erythromycin gibt es vor allem zwei Möglichkei- 
ten. Erstens kann man das Polymerisierungsenzym 
von Modul 1 inaktivieren. Dadurch wird eine Verlän- 
gerung des natürlichen Initiatormoleküls verhindert. 
Danach wird ein künstlich erzeugtes Analogon hinzu- 
gegeben, das an Modul 2 in den Polyketidweg integ- 
riert wird. Sämtliche chemische Gruppen, die in dem 
Initiatoranalogon vorhanden sind, werden im späte- 
ren Polyketidprodukt enthalten sein (Abb. 13.22). 

Eine noch größere Vielfalt von Polyketiden kann 
man erzeugen, indem man die Module der Poly- 
ketid-Synthase genetisch verändert. So könnte man 
beispielsweise ein Modul, das eine Ketogruppe in 
eine Hydroxylgruppe verwandelt, so verändern, dass 
die Ketogruppe unangetastet bleibt oder weiter zu 
einer Methylengruppe (CH,) reduziert wird. Ebenso 
könnte man ein Modul, das eine Untereinheit mit 
zwei C-Atomen einbaut, durch eine Modifikation 
zum Einbau einer Vorstufe mit drei oder vier C-Ato- 
men veranlassen und somit Methyl- oder Ethylsei- 


Polyketide und Polyketidantibiotika 375 


Beladungs- Freisetzungs- 
modul modul 
13.21 Modularer Polyketidweg 
mody Modul Modul Modul Modul Modul für Erythromycin 
- = =. = — > m Die Polyketid-Synthase für Erythro- 
om Pommes mm ns mm TE mycin weist für jede Untereinheit, 
S S S S S die an die Polyketidkette addiert 
= o o o wird, ein separates Modul auf. Das 
io > Beladungsmodul enthält eine Sulf- 
Ho hydrylgruppe für die Bindung an das 
Ho Initiatormolekül. Die Module 1 und 
2 fügen jeweils eine Untereinheit 
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(0) 
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die Ketogruppe modifizieren. Die 
verschiedenen so entstehenden 

Endprodukte kann man dann auf 
eine verbesserte antibakterielle 

Wirkung hin überprüfen. 


tenketten an der Polyketidkette erzeugen. Für solche 1. Einzelne Module können direkt verändert wer- 
gentechnischen Eingriffe überführt man das Gen- den, um eine Enzymwirkung zu inaktivieren oder 
cluster für die Polyketid-Synthase normalerweise in in Gang zu setzen. 

E. coli. Es gibt drei Möglichkeiten, die Synthasemo- 2. Die Module können komplett durch andere Mo- 
dule zu modifizieren: dule desselben Reaktionsweges aus demselben 
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Polyketid-produzierenden Organismus ersetzt 
werden. 

3. Man kann Module von Polyketid-Synthasen an- 
derer Polyketid-produzierender Organismen ein- 
bauen. 


Bei sechs aufeinanderfolgenden Modulen ergibt sich 
ein enormes Potenzial für Veränderungen. Die modi- 
fizierten Polyketid-Gencluster kann man dann wieder 
in einen natürlichen Polyketidproduzenten wie Strep- 
tomyces einbauen oder in E. coli exprimieren. Nach 
Erstellung einer Bibliothek von Polyketiden lässt sich 
diese auf nützliche Eigenschaften analysieren. 


Durch Neuanordnung und Modifikation der Enzym- 
module des Polyketidweges kann man eine große 
Zahl von Derivaten erzeugen. Diese Gruppe von 
Verbindungen enthält mehrere sehr nützliche Anti- 
biotika wie Tetracycline und Erythromycin. 


Auch biosynthetische 
Kunststoffe sind biologisch 
abbaubar 


Kunststoffe sind kettenförmige Polymere aus mono- 
meren Untereinheiten wie Proteinen und Nuclein- 
säuren. Die meisten Kunststoffe bestehen allerdings 
aus unendlichen Wiederholungen des gleichen Mo- 
nomers. Mitunter werden auch zwei oder mehr nahe 
verwandte Monomere gemischt und nach dem Zu- 
fallsprinzip aneinandergereiht. 

Bestimmte Bakterien synthetisieren und spei- 
chern eine Gruppe verwandter Kunststoffe, die 
Polyhydroxyalkanoate (PHAs) oder Polyhydro- 
xyfettsäuren. Ihre Zusammensetzung zeigt Abbil- 
dung 13.23. Die Bakterien reichern PHAs an, wenn 
ihnen im Überschuss Kohlenstoff und Energie zur 
Verfügung stehen, andere essenzielle Nährstoffe wie 
Stickstoff oder Phosphor jedoch knapp sind. Sobald 
sich die Bedingungen verbessern, bauen sie die PHAs 
ab und nutzen sie als Energiequelle. Das am häufigs- 
ten vorkommende PHA besteht aus Untereinheiten 
mit vier C-Atomen (Hydroxybutyrat, HB) und wird 
daher als Polyhydroxybutyrat (PHB) bezeichnet. 
Ein Kunststoff, bei dem nach dem Zufallsprinzip 
10-20 % Untereinheiten mit fünf C-Atomen (Hydro- 
xyvalerat, HV) untergemischt wurden, zeichnet sich 
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13.23 Struktur von Polyhydroxyalkanoat-Kunststoffen 
Kunststoffe sind langkettige Moleküle aus sich wieder- 
holenden Untereinheiten. In Polyhydroxyalkanoaten sind 
wiederholte Hydroxysäureuntereinheiten über ihre Car- 
boxyl- und Hydroxylgruppen miteinander verknüpft. Durch 
die verschiedenen möglichen Seitenketten ändern sich 
letztendlich die Eigenschaften des Kunststoffs. 


durch sehr viel bessere physikalische Eigenschaften 
aus. Wieder andere PHAs mit einem Anteil an Unter- 
einheiten aus acht oder mehr C-Atomen ergeben ein 
mehr gummiartiges Material. 

Mutierte Bakterien der Art Alcaligenes eutrophus 
stellen ein Poly-HB/HV-Copolymer her; dieses wird 
von der britischen Firma Zeneca Corporation unter 
dem Handelsnamen Biopol vermarktet. Dieses Poly- 
mer ist teurer als Kunststoffe aus Erdöl, aber vollständig 
biologisch abbaubar. Deshalb ist die Verwendung von 
PHAs derzeit auf spezielle Anwendungen beschränkt. 
Weil diese Polymere im Körper langsam zu natürlichen 
biochemischen Zwischenstufen abgebaut werden, kann 
man aus ihnen Kapseln herstellen, die über einen län- 
geren Zeitraum ganz langsam ihren Inhalt freisetzen. 

Um PHAs wirtschaftlich konkurrenzfähig zu ma- 
chen, muss man sie kostengünstig in großen Mengen 
produzieren können. Dazu kann man beispielsweise 
die Gene für ihre Synthese in geeignete Nutzpflanzen 
einbauen. Es ist bereits gelungen, die Gene für PHA 
aus Alcaligenes eutrophus in die weit verbreitete ge- 
netische Modellpflanze Arabidopsis einzubauen, aber 
noch befindet sich das Ganze im Versuchsstadium. 
Die eingebauten PHA-Gene wurden so modifiziert, 
dass sie in den Chloroplasten von Pflanzen expri- 
miert werden (Abb. 13.24). Da in den Chloroplasten 
die Photosynthese stattfindet, erscheint neu synthe- 
tisiertes organisches Material zuerst hier. Durch Ein- 
bau des PHA-Weges in die Chloroplasten statt in 
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13.24 Expression des PHA-Weges in Pflanzen 

Die enzymatischen Reaktionen zur Synthese von PHA 
wurden aus Alcaligenes eutrophus kloniert. Anschließend 
wurden die Gene in das Chloroplastengenom eingebaut, 
sodass die Enzyme nur in den Chloroplasten exprimiert 
werden. Die Enzyme machen sich das neu synthetisierte 
organische Material aus der Photosynthese zur Produktion 
von PHA zunutze. 


das Hauptkompartiment der Pflanzenzellen lässt sich 
der PHA-Ertrag um das Hundertfache steigern. Als 
nächster Schritt soll der Syntheseweg in eine echte 
Nutzpflanze wie Raps oder Sojabohnen eingeführt 
werden. Damit wird der Begriff „Plastikblumen“ viel- 
leicht eine ganz neue Bedeutung erlangen. 


Das Kunststoffpolymer Polyhydroxybutyrat (PHB) 
kann von Bakterien oder gentechnisch veränderten 
Pflanzen synthetisiert werden. Bei verwandten 
Kunststoffen kann man durch entsprechende Modi- 
fikation gewünschte Eigenschaften erzielen; als zu- 
sätzliches Plus sind sie zudem biologisch abbaubar. 
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Die Geschichte der 
Pflanzenzüchtung 


Schon seit Tausenden von Jahren versucht der 
Mensch, Nutzpflanzen und Nutztiere durch selek- 
tive Züchtung zu verbessern. Dies erfolgt überwie- 
gend nach dem Prinzip von Versuch und Irrtum. 
Im Laufe der Zeit haben die Tier- und Pflanzen- 
züchter gelernt, dass die Verbesserung ihrer Nutz- 
tiere und -pflanzen eine biologische Grundlage hat. 
Schließlich experimentierte schon der Begründer 
der Genetik, Gregor Mendel, mit Erbsen. Er er- 
forschte eindeutig beobachtbare Merkmale wie 
glatte oder runzelige Samen oder die Samenfar- 
ben Gelb und Grün. Dazu übertrug Mendel den 
Pollen einer Pflanze auf die Narbe einer anderen 
Pflanze (Abb. 14.1), führte also eine Fremdbestäu- 
bung durch. Mit seinen Experimenten zeigte er, 
dass einige Merkmale von Pflanzen über andere 
dominieren. So entstanden bei der Kreuzung von 
Erbsenpflanzen mit gelben Samen und solchen mit 
grünen Samen ausschließlich Pflanzen, die gelbe 
Samen hervorbrachten. Veröffentlicht hat Men- 
del diese Ergebnisse im Jahr 1865, aber erst lange 
nach seinem Tod wurde ihre Tragweite schließlich 
erkannt. 

Zahlreiche Wissenschaftler in aller Welt bedie- 
nen sich nach wie vor dieser herkömmlichen Züch- 
tungsmethoden, um die Erträge von Nutzpflanzen 
zu steigern, die Resistenz gegen Schädlinge oder 
Krankheiten zu erhöhen oder die Toleranz bestimm- 
ter Pflanzen gegen Hitze, Kälte, Trockenheit oder 
Feuchtigkeit zu verbessern. Zwar kann es durchaus 
gelingen, durch einfache Kreuzung zweier ertragrei- 
cher Pflanzen Tochterpflanzen zu erhalten, die noch 
höhere Erträge bringen als die Elternpflanzen, aber 
dieser Prozess ist langwierig und beschwerlich. Um 
tatsächlich eine Tochterpflanze mit höherem Ertrag 
zu erhalten, muss man Abertausende von Pflan- 
zen fremdbestäuben. Die Bestäubungen müssen per 
Hand erfolgen, d.h. der Pollen einer Pflanze muss 
manuell auf eine andere übertragen werden. Die 
Aussicht, verbesserte Merkmale zu erhalten, ist zu- 
dem durch die in den Pflanzen bereits vorhandene 
genetische Vielfalt begrenzt. Sofern die gekreuzten 
Pflanzen also viele Gene gemeinsam haben, sind 
auch die möglichen Verbesserungen begrenzt. Weist 
eine Pflanze keine Gene gegen Krankheitsresistenz 
auf, so gibt es keine Möglichkeit, dieses Merkmal 
durch herkömmliche Fremdbestäubung zu erzeu- 
gen. Daher haben Wissenschaftler nach neuen, ein- 


träglicheren Wegen zur Verbesserung von Nutz- 
pflanzen gesucht. 

In den 1920er-Jahren erkannten Wissenschaftler, 
dass man mit mutagenen Verbindungen oder durch 
Bestrahlung mit Röntgen- oder y-Strahlen Muta- 
tionen in Samen auslösen kann. Mitunter lassen 
sich dadurch Erfolge erzielen, aber die Ergebnisse 
solcher Behandlungen sind noch weniger vorher- 
sehbar als die traditioneller Züchtungsmethoden. 
Trotzdem gelang es, durch Mutationszüchtung Er- 
folge zu erzielen, vor allem auf dem Gebiet der 
Blumenzucht. So konnte man auf diese Weise bei 
Blumen wie Tulpen, Löwenmäulchen, Rosen, Chry- 
santhemen und vielen anderen neue Blütenfarben 
und eine höhere Zahl von Blütenblättern erzielen. 
Auch an Gemüse-, Obst- und anderen Nutzpflanzen 
hat man die Mutationszüchtung ausprobiert. Man- 
che Sorten unserer heutigen Lebensmittel sind auf 
diese Weise entstanden. Kurz gesagt, setzt man dazu 
eine große Zahl von Samen dem Mutagen aus und 
erzeugt so Mutationen in deren DNA. Die Samen 
werden dann ausgesät und die Sämlinge aufgezogen. 


Griffel 
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Staubblatt 


Eizelle im 
Fruchtknoten 


14.1 Die Fortpflanzungsorgane einer typischen 
Pflanze 

Die männlichen Fortpflanzungszellen der Pflanze sind die 
Pollenkörner. Diese werden in den Antheren oder Staub- 
beuteln (orange) am Ende der Staubblätter produziert. 
Die weiblichen Fortpflanzungszellen, die Eizellen, werden 
im Fruchtknoten gebildet. Über die Narbe gelangen die 
Pollenkörner durch den Griffel zu den Eizellen im Frucht- 
knoten. 
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Allerdings wird die Mehrzahl der Samen durch diese 
Behandlung abgetötet. Nach Aufzucht der lebens- 
fähigen Samen überprüft man die Früchte, Blüten 
oder Ähren der Pflanzen auf Verbesserungen. Findet 
man eine Pflanze mit einem erwünschten Merkmal, 
dann schaut man, ob auch ihre Nachkommen die- 
ses Merkmal aufweisen. Neue Merkmale sind nur 
dann von Nutzen, wenn sie erblich sind, also von 
einer Generation zur nächsten weitergegeben wer- 
den. Weil durch eine solche Behandlung nur eine 
einzige Ausgangspflanze ein bestimmtes erwünsch- 
tes Merkmal erlangt, muss man diese Pflanze über 
einen langen Zeitraum vermehren, bevor man die 
geernteten Früchte, Getreide oder Blumen vermark- 
ten kann. Auf jeden Fall sollte man sich vergegen- 
wärtigen, dass die an die Konsumenten verkauften 
Früchte oder Blumen selbst niemals dem Mutagen 
ausgesetzt waren. Auch heute werden noch chemi- 
sche Mutagene eingesetzt. Man identifiziert jedoch 
mithilfe molekularbiologischer Techniken, welches 
Gen für den gewünschten Phänotyp verantwortlich 
ist (s. unten). 

Die Entwicklung der Molekularbiologie hat in 
jüngerer Zeit die Möglichkeit eröffnet, Nutzpflanzen 
auf eine sehr viel vorhersehbarere Weise zu verbes- 
sern. So haben Wissenschaftler herausgefunden, wie 
man Gene aus anderen Quellen in bestimmte Pflan- 
zen überführen und so transgene Pflanzen erzeu- 
gen kann. Die Fremdgene oder Transgene können 
beispielsweise eine Resistenz gegenüber bestimmten 
Insekten bewirken, den Pflanzen Schutz vor einem 
bestimmten Herbizid bieten oder den Vitamingehalt 
der Pflanzen erhöhen. Der größte Unterschied zwi- 
schen der Erzeugung transgener Pflanzen und der 
herkömmlichen Pflanzenzüchtung besteht darin, dass 
man eine Pflanze mit einem Gen aus einer beliebigen 
Quelle transformieren kann - also nicht nur mit 
Genen aus anderen Pflanzen, sondern auch mit Ge- 
nen aus Tieren, Bakterien oder Viren. Herkömmliche 
Methoden zur Fremdbestäubung erlauben lediglich 
den Austausch von Genen zwischen Vertretern einer 
bestimmten Pflanzengattung. Zudem kennt man die 
Funktion des Transgens und hat dieses genau über- 
prüft, bevor man es in die Pflanze einführt. Bei der 
herkömmlichen Züchtung ist die Identität der Gene, 
die eine Verbesserung der Nutzpflanzen bewirken, 
nur in den seltensten Fällen bekannt. 


Transgene Pflanzen enthalten Fremdgene, soge- 
nannte Transgene, die ein erwünschtes Merkmal 
hervorbringen. 


Pflanzliche Gewebekulturen 


Zu den großen Vorteilen von Pflanzen zählt, dass 
man sie häufig aus einer einzelnen Zelle regenerieren 
kann. Jede Pflanzenzelle ist also totipotent, hat die 
Fähigkeit, sich zu jedem Zelltyp der ausgewachse- 
nen Pflanze zu differenzieren (Abb. 14.2). Anders als 
bei Tieren gibt es somit bei Pflanzen keine absolut 
strikte Trennung zwischen Keimbahnzellen und so- 
matischen Zellen. Dieses einzigartige Merkmal er- 
möglicht Wissenschaftlern, Pflanzenzellen in Kultur 
zu züchten und zu manipulieren und aus diesen kul- 
tivierten Zellen vollständige Pflanzen zu erzeugen. 
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aus einer einzelnen Zelle kann 
eine ganze Pflanze hervorgehen 


14.2 Aus einer einzelnen Pflanzenzelle kann eine 
vollstandige Pflanze regeneriert werden 

Kleine Gewebeproben oder sogar einzelne Pflanzenzellen 
lassen sich in vitro kultivieren. Unter geeigneten Bedin- 
gungen kann daraus wieder eine vollstandige Pflanze 
hervorgehen. 
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Gewebekulturen von Pflanzen kann man entwe- 
der auf einem festen Medium in einer Petrischale 
als sogenannte Kalluskultur erzeugen oder in einer 
Flüssigkeit als Suspensionskultur. In beiden Fällen 
muss der betreffenden Pflanze ein Stück lebendes 
Gewebe entnommen werden, das sogenannte Ex- 
plantat. Für eine Kalluskultur kann das Gewebe ein 
unreifer Embryo, ein Stück Apikal- oder Scheitel- 
meristem (aus der Wachstumsregion von Pflanzen- 
schösslingen) oder eine Wurzelspitze sein. Für eine 
Suspensionskultur müssen die einzelnen Zellen dis- 
soziiert werden. Normalerweise verwendet man für 
Flüssigkulturen Protoplasten (Pflanzenzellen, deren 
Zellwand aufgelöst wurde), Mikrosporen (unausge- 
reifte Pollenzellen) oder Makrosporen (unausgereifte 
Eizellen). Diese Zellen werden dann in einem Ge- 
misch aus Nährstoffen und bestimmten Pflanzen- 
hormonen, die ein Wachstum der undifferenzierten 
Zellen auslösen, kultiviert. 

Verschiedene Pflanzentypen reagieren auf un- 
terschiedliche Hormone. Für eine Kultur von Wei- 
zenzellen züchtet man das Explantat beispielsweise 
mit 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (2,4-D). Das ist 
ein Analogon des Pflanzenhormons Auxin, das zu 
Dedifferenzierung und Wachstum anregt. Beim Kul- 
tivieren von Tomatenpflanzen dient das Hormon Cy- 
tokinin zur Dedifferenzierung der Zellen und löst die 
Zellteilung aus. Bei einer Kalluskultur bilden die un- 
differenzierten Zellen auf einem festen Medium eine 
kristalline weiße Schicht, den sogenannten Kallus. 
Nach etwa einem Monat Wachstum kann man die 
Masse aus undifferenzierten Zellen in ein Medium 
mit geringerer Hormonkonzentration oder in ein 
Medium, das ein anderes Hormon enthält, über- 
führen. Durch die Verringerung der Hormonmenge 
können sich einige der undifferenzierten Kalluszel- 
len zu Pflanzensprossen entwickeln. In den meis- 
ten Fällen sehen die kleinen Schösslinge aus wie 
Grashalme, die aus der Zellmasse herauswachsen. 
Nach weiteren 30 Tagen wird das Hormon gänzlich 
entfernt. Dadurch beginnen bei einigen der Schöss- 
linge Wurzelhärchen zu wachsen. Weitere 30 Tage 
später kann man kleine Pflänzchen entnehmen und 
in Erde einpflanzen. Auch bei der Suspensionskultur 
regt man das Wachstum der undifferenzierten Zellen 
durch Hormone an, aber hier bilden sich Spross- und 
Wurzelgewebe gleichzeitig (Abb. 14.3). 

Weil man mithilfe der Gewebekultur aus einer 
Quelle zahlreiche Pflanzen produzieren kann, eignet 
sich diese Technik dazu, Klone einer bestimmten 
Pflanze zu erzeugen. So kann man beispielsweise eine 
als sehr selten eingestufte Pflanze mittels Gewebe- 


kultur vermehren. Man benötigt nur einen einzigen 
Steckling, um zahlreiche identische Nachkommen zu 
erzeugen. Bestimmte Pflanzensorten, die sich über 
die Produktion von Samen kaum erhalten lassen, 
kann man in einer Gewebekultur über einen länge- 
ren Zeitraum kultivieren. Auch für die Mutations- 
züchtung hat man Zellkulturen angelegt. Anstelle 
von Samen werden hierbei die undifferenzierten 
Zellen dem Mutagen ausgesetzt und die Pflanzen 
dann aus den mutagenisierten Zellen gezüchtet. Auf 
die exponierten Zellen eines Kallus zeigen Mutagene 
eine effektivere Wirkung als auf Zellen, die in einem 
Samen abgeschirmt sind. 

Das Züchten von Pflanzen in einer Gewebekultur 
kann alleine schon Mutationen auslösen. Bei der Re- 
generation einer Pflanze aus einer einzigen Zelle sind 
drei verschiedene Veränderungen möglich. Beispiels- 
weise können in der regenerierten Pflanze zeitwei- 
lig physiologische Veränderungen auftreten. Durch 
Gewebekultur regenerierte Heidelbeersträucher sind 
zum Beispiel viel niedriger. Diese Veränderungen 
sind jedoch nicht von Dauer. Wenn die regenerier- 
ten Heidelbeersträucher einige Jahre in der Natur 
gewachsen sind, unterscheiden sie sich nicht mehr 
von anderen Heidelbeersträuchern. Weiterhin kann 
eine epigenetische Veränderung auftreten. Eine 
solche Veränderung bleibt während der gesamten 
Lebensspanne der regenerierten Pflanze erhalten, 
wird jedoch nicht an die nächste Generation weiter- 
gegeben. Epigenetische Veränderungen sind häufig 
auf eine veränderte DNA-Methylierung zurückzu- 
führen (s. Kap. 4). Echte genetische Veränderungen 
schließlich betreffen die regenerierte Pflanze und 
alle ihre Nachkommen. Sie können von einer Ände- 
rung des Ploidiegrades, einer Neuordnung der Chro- 
mosomen, von Punktmutationen, einer Aktivierung 
transponierbarer Elemente oder von Änderungen 
des Chloroplasten- oder Mitochondriengenoms her- 
rühren. Derartige Veränderungen sind relativ häufig. 
Schwankungen der verfügbaren Nährstoffe und Hor- 
mone in der Gewebekultur können die Mutations- 
häufigkeit jedoch stark verringern. 


Da Pflanzenzellen totipotent sind, kann man nor- 
male pflanzliche Gewebe in Kultur züchten. In einer 
Kallus- oder Suspensionskultur werden aus undif- 
ferenzierten Pflanzenzellen durch Veränderung der 
Hormonkonzentrationen kleine Pflanzen gezogen. 
Pflanzliche Gewebekulturen können verschiedene 
Veränderungen auslösen: echte genetische Verän- 
derungen, epigenetische und physiologische. 
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14.3 Durch Kallus- oder Suspensionskultur von Pflanzenzellen lassen sich vollständige neue Pflanzen erzeugen 
Bei der Kalluskultur wächst eine Masse undifferenzierter Zellen auf einem festen Medium. In einer Suspensionskultur 
werden aufgetrennte Einzelzellen gezüchtet. In beiden Kulturen entwickeln sich Sprosse und Wurzeln, sofern die Mengen 


der Pflanzenhormone richtig justiert sind. 


Gentechnische 
Veränderungen an Pflanzen 


Als ersten Schritt bei der gentechnischen Verände- 
rung einer Pflanze muss man ein Gen identifizieren, 
mit dem man ein bestimmtes erwünschtes Merkmal 
auf die Pflanze übertragen kann. In gewisser Hin- 
sicht ist dies der schwierigste Teil der Gentechnik. 


Zu den wünschenswertesten Merkmalen einer Nutz- 
pflanze zählt die Steigerung des Kornertrags oder 
des Ertrags anderer Pflanzenteile. Ebenfalls sehr vor- 
teilhaft ist eine erhöhte Resistenz gegen Krankheiten 
oder Trockenheit. Die dafür verantwortlichen Gene 
zu finden, gestaltet sich recht schwierig, denn solche 
Merkmale werden zumeist von mehreren in Wech- 
selwirkung stehenden Genen gesteuert. Zusätzlich 
können solche Gene noch weitere Funktionen im 
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Rahmen der Pflanzenentwicklung und Physiologie 
erfüllen. 

Bei den bislang erfolgreichsten gentechnischen 
Eingriffen in Pflanzen wurden ein Gen oder einige 
wenige Gene eingebaut, die einfache, aber nützliche 
Eigenschaften vermitteln. So ist beispielsweise die 
Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat auf ein ein- 
zelnes Gen zurückzuführen. Gelingt es, Nutzpflan- 
zen wie Sojabohnen resistent gegen Glyphosat zu 
machen, so kann ein Farmer sämtliche auf den Fel- 
dern wachsende Unkräuter vernichten, ohne dabei 
seine Sojabohnen zu schädigen (s. unten). Ein weite- 
res erwünschtes Merkmal, das ebenfalls häufig seine 
Ursache in einem einzelnen Gen hat, ist die Produk- 
tion von Toxinen, die Schadinsekten abtöten (s. un- 
ten). In beiden Fällen stammen die entsprechenden 
Transgene aus Bakterien. Durch weitere Erforschung 
der Pflanzenphysiologie wird man noch mehr Gene 
entdecken, die den Wert von Nutzpflanzen erhöhen. 
So hat man beispielsweise bei Reis einen von zwei 
Genen gesteuerten Reaktionsweg eingeführt, durch 
den der Reis widerstandsfähiger gegen Trockenheit 
wird (s. unten). 

Man kann Pflanzen auch so verändern, dass neue 
Produkte entstehen. Goldener Reis exprimiert zum 
Beispiel den Biosyntheseweg für Vitamin-A-Vorstu- 
fen. Entwickelt wurde dieser Reis für Menschen, für 
die Reis die Hauptnahrungsquelle darstellt. Durch 
den Zusatz der Vitamin-A-Vorstufen lässt sich ein 
Mangel an Vitamin A vermeiden, der bei Kindern 
in Entwicklungsländern zum Erblinden führen oder 
gar tödlich enden kann. Wissenschaftler haben auch 
das menschliche Insulingen zur Expression in Ara- 
bidopsis und Safran eingebaut. Gegenwärtig wird 
Insulin von gentechnisch modifizierten Bakterien 
(s. Kap. 19) produziert. Von Pflanzen synthetisiertes 
Insulin lässt sich jedoch leichter in großen Mengen 
isolieren und reinigen und sollte auch sehr viel kos- 
tengünstiger sein. Bei weiteren Forschungen wird 
man auch noch auf weitere neue Gene und nützliche 
Synthesewege stoßen, die man in Pflanzen einbauen 
kann. Vielleicht werden gentechnisch modifizierte 
Pflanzen eines Tages zur Reinigung von Kontamina- 
tionen mit Erdöl und anderen Schadstoffen dienen, 
indem man sie einfach auf dem kontaminierten Bo- 
den anbaut. 


Ein Gen mit einem bestimmten vorteilhaften Merk- 
mal zu finden, ist der erste und zugleich wichtigste 
Schritt bei der gentechnischen Veränderung von 
Pflanzen. 


Einbau von Genen in 
Pflanzen mit dem Ti-Plasmid 


Auch Pflanzen leiden unter Tumoren, die sich aller- 
dings stark von den Krebstumoren bei Tieren unter- 
scheiden. Die häufigste Ursache für Tumorbildung 
ist das Ti-Plasmid (Tumor-induzierendes Plasmid), 
das von Bodenbakterien der Agrobacterium-Gruppe 
übertragen wird. Speziell das Ti-Plasmid von Agro- 
bacterium tumefaciens hat sich als wichtiges Werk- 
zeug für gentechnische Veränderungen an Pflanzen 
erwiesen. Der wesentlichste Aspekt bei der Infektion 
ist die Übertragung eines bestimmten Abschnitts der 
Ti-Plasmid-DNA vom Bakterium auf die Pflanze. 
Diesen Transfer haben sich Wissenschaftler zunutze 
gemacht, um Gene mit erwünschten Eigenschaften in 
Pflanzenzellen einzuschleusen. Agrobacterium verfügt 
über die einzigartige Fähigkeit, einen Abschnitt seiner 
DNA in einen Vertreter eines anderen Reiches zu 
übertragen. Die meisten anderen DNA-Transfers er- 
folgen nur zwischen nahe verwandten Organismen. 

In der Natur wird Agrobacterium von Pflanzen 
mit kleineren Wunden durch phenolische Verbin- 
dungen wie Acetosyringon angezogen, die durch 
die Wunde abgegeben werden (Abb. 14.4). Diese 
Verbindungen veranlassen die Bakterien, sich zur 
Pflanze hin zu bewegen und sich über verschie- 
dene Oberflächenrezeptoren an sie zu heften. Die 
gleichen Induktoren aktivieren auch die Expression 
der Virulenzgene auf dem Ti-Plasmid, die für den 
Transfer der DNA auf die Pflanze zuständig sind. 
Das Ganze steht unter der Kontrolle eines Zwei- 
Komponenten-Regulationssystems (s. Kap. 2). An der 
Zelloberfläche wird der Sensor VirA autophosphory- 
liert, wenn er die pflanzliche Phenolverbindung re- 
gistriert. Anschließend überträgt VirA das Phosphat 
auf das DNA-bindende Protein VirG, welches die 
Transkription der vir-Gene des Ti-Plasmids aktiviert. 
Zwei der Genprodukte (VirD1 und VirD2) kappen 
die flankierenden Sequenzwiederholungen von der 
T-DNA, und es entsteht ein einzelsträngiger, unreifer 
T-Komplex. VirD2 heftet sich dann an das 5’-Ende 
der T-DNA an, und bakterielle Helicasen entwin- 
den die T-DNA vom Plasmid. Nun wird die einzel- 
strängige Lücke auf dem Plasmid repariert und die 
T-DNA mit dem VirE2-Protein umhüllt, sodass ein 
hohles zylindrisches Filament mit verdrillter Struktur 
entsteht. Das ist die reife Form der T-DNA, die in die 
Pflanzen übertragen wird. 

Der Prozess der Übertragung der T-DNA in die 
Pflanze ähnelt der bakteriellen Konjugation. Zunächst 
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14.4 Agrobacterium überträgt Plasmid-DNA auf infizierte Pflanzen 

Agrobacterium, das ein Ti-Plasmid trägt, wird von Acetosyringon zur einem verwundeten Pflanzenspross gelockt. Das Ti- 
Plasmid wird von Endonucleasen gespalten und setzt eine einzelsträngige T-DNA frei, die von Schutzproteinen umhüllt ist 
und durch einen Konjugations-ähnlichen Mechanismus in die Pflanzenzelle übertragen wird. Nach Eindringen in den Zell- 
kern baut sich die T-DNA in die chromosomale DNA der Pflanze ein. 


bildet Agrobacterium einen Pilus. Diese stäbchenför- 
mige Struktur stellt eine Verbindung mit der Pflan- 
zenzelle her und eröffnet einen Kanal, durch den die 
T-DNA aktiv in das Cytoplasma der Pflanze transpor- 
tiert wird. Sowohl der Pilus als auch der Transport- 
komplex bestehen aus Proteinen, die Produkte des 
vir-Gens sind. Nach Vordringen in das pflanzliche 
Cytoplasma wird die T-DNA in den Zellkern impor- 
tiert. VirE2 und VirD2 verfügen jeweils über Signale 
zur Kernlokalisierung, die von cytosolischen Protei- 


nen der Pflanze erkannt werden. Diese Proteine trans- 
portieren den T-Komplex zum Zellkern, wo er aktiv 
durch eine Kernpore transportiert wird. Dort wird 
der einzelne T-DNA-Strang direkt in das pflanzliche 
Genom eingebaut und in eine doppelsträngige Form 
umgewandelt. Für den Einbau sind DNA-Ligase, Po- 
lymerase und Chromatin-remodeling-Proteine erfor- 
derlich, welche die Pflanze zur Verfügung stellt. 
Wenn die Gene der T-DNA erst einmal Teil des 
pflanzlichen Genoms sind, werden sie exprimiert. 
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Diese Gene haben Eukaryoten-ähnliche Promotoren, 
Transkriptions-Enhancer und Poly(A)-Sequenzen 
und werden daher im Zellkern der Pflanze und nicht 
im Herkunftsbakterium exprimiert. Die von ihnen 
codierten Proteine synthetisieren die beiden Pflan- 
zenhormone Auxin und Cytokinin. Auxin bewirkt 
eine Vergrößerung von Pflanzenzellen, Cytokinin 
ihre Teilung. Die infizierten Pflanzenzellen beginnen 
rasch und unkontrolliert zu wachsen, was letztend- 
lich zur Bildung eines Tumors führt. 

T-DNA trägt auch Gene für die Synthese von 
Opinen, verschiedene aus Aminosäuren und Zucker- 
phosphaten abgeleitete Derivate. Durch den Typ des 
Opins unterscheiden sich die verschiedenen Stämme 
von Agrobacterium. Hergestellt werden die Opine 
von Pflanzenzellen, die T-DNA enthalten, verwertet 
werden sie jedoch von den Bakterien als Kohlen- 
stoff-, Stickstoff- und Energiequellen. Interessant ist, 
wie das Bakterium die Pflanze überlistet, unter Ver- 
brauch ihrer eigenen Ressourcen das Bakterium mit 
Nahrung zu versorgen. Das Ti-Plasmid, das sich nach 
wie vor im Agrobacterium befindet, trägt Gene, die 
den Bakterien die Aufnahme dieser Opine und deren 
Abbau zu Nahrungszwecken ermöglichen. Man be- 
achte, dass andere Bakterien, die vielleicht per Zufall 
ebenfalls vorhanden sind, die Opine nicht nutzen 
können, da sie keine Gene für deren Aufnahme und 
Metabolismus besitzen. Dies gewährleistet, dass die 
Pflanze ausschließlich Bakterien mit dem Ti-Plasmid 
ernährt. 

Wie werden nun aber die Ti-Plasmide zur Ver- 
besserung von Pflanzen eingesetzt? Zunächst werden 
die Ti-Plasmide „entwaffnet“, indem man die Gene 
für die Pflanzenhormone und die Opinsynthese aus 
der T-DNA herausschneidet. Anschließend wird das 
interessierende Transgen, etwa das Gen fiir ein In- 
sektengift, in die T-DNA-Region des Ti-Plasmids 
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eingebaut. Durch Entfernen von Genen, die nicht 
am Transport der T-DNA beteiligt sind, wird das Ti- 
Plasmid noch weiter rationalisiert. Mit solchen klei- 
neren Plasmiden lässt sich viel leichter arbeiten, und 
sie können in Escherichia coli einfacher manipuliert 
werden als in ihrem eigentlichen Wirt Agrobacterium. 
Wenn nun die T-DNA in die Pflanzenzelle gelangt 
und sich in deren Chromosom einbaut, überträgt sie 
das Transgen, verursacht aber keine Tumorbildung. 
Damit das Transgen richtig funktionieren kann, 
muss die übertragene Region des Plasmids noch wei- 
tere Elemente enthalten (Abb. 14.5). Für die Expres- 
sion des Transgens ist ein Promotor erforderlich, 
der effizient in Pflanzenzellen funktioniert. Davon 
gibt es zwei verschiedene Typen. Ein konstitutiver 
Promotor schaltet das Gen in allen Pflanzenzel- 
len während der Entwicklung an; daher wird jedes 
Gewebe, selbst Frucht oder Samen, das Gen expri- 
mieren. Noch raffinierter ist der Einbau eines indu- 
zierbaren Promotors, der sich ein und ausschalten 
lässt. Ein Beispiel hierfür ist der cab-Promotor des 
Gens, das für das Chlorophyll a/b-bindende Protein 
codiert. Dieser Promotor wird nur dann angeschal- 
tet, wenn die Pflanze Licht ausgesetzt ist; daher wird 
dieses Gen in Wurzelgewebe und in Knollen wie Kar- 
toffeln nicht exprimiert. Man kann zwar viele ver- 
schiedene Promotoren verwenden, im Idealfall sollte 
der Promotor jedoch nur in den Geweben angeschal- 
tet werden, in denen die Transgenfunktion benötigt 
wird. Ein weiterer wichtiger Bestandteil der genetisch 
modifizierten T-DNA-Region ist eine Art selektier- 
barer Marker. Mittels eines Resistenzgens gegen Her- 
bizide oder Antibiotika in der T-DNA-Region kann 
man verfolgen, ob die Fremd-DNA tatsächlich in die 
Pflanzenzellen eingebaut wurde. Der selektierbare 
Marker kann Probleme verursachen, denn er muss in 
der gesamten Pflanze konstitutiv exprimiert werden. 
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14.5 Essenzielle Elemente für den Transport eines Transgens auf einem Ti-Plasmid 

Der T-DNA-Abschnitt enthält sowohl ein Transgen als auch einen selektierbaren Marker oder Reportergen. Diese haben 
separate Promotoren und Terminationssignale. Marker oder Reportergen müssen kontinuierlich exprimiert werden, wäh- 
rend das Transgen oft nur in bestimmten Geweben oder unter bestimmten Bedingungen exprimiert und gewöhnlich durch 
einen Promotor reguliert wird. Diesen kann man durch entsprechende Signale anschalten. 
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Viele Menschen befürchten, das Proteinprodukt des 
selektierbaren Markers könne Allergien oder ähnli- 
che Reaktionen hervorrufen, wenn es in Früchten, 
Getreide oder Gemüse exprimiert wird. Es gibt je- 
doch Methoden, dieses Gen wieder zu entfernen, 
wenn die transgene Pflanze erst einmal isoliert ist 
(s. unten). 

In der Praxis wird Agrobacterium dazu verwen- 
det, interessierende Gene in Pflanzen mithilfe der 
Gewebekultur zu übertragen. Dazu kultiviert man 
entweder dissoziierte Pflanzenzellen (Protoplasten) 
oder ein Stück Kallus mit Agrobacterium, das ein Ti- 
Plasmid mit modifizierter T-DNA enthält. Nach der 
gemeinsamen Kultur werden die Pflanzenzellen ge- 
erntet und zusammen mit dem als Selektionsmarker 
verwendeten Herbizid oder Antibiotikum inkubiert. 
Dadurch werden alle Zellen abgetötet, die nicht mit 
der T-DNA transformiert wurden oder die Gene 
auf der T-DNA nicht exprimieren. Durch Verände- 
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rung der Hormonbedingungen im Medium (wie be- 
reits beschrieben) kénnen die transformierten Zellen 
dann induziert werden, Spross- und Wurzelgewebe 
zu bilden (Abb. 14.6). Die kleinen transgenen Pflänz- 
chen kann man anschließend daraufhin untersuchen, 
in welchem Umfang das Transgen exprimiert wurde 
(s. unten). 

Vor einiger Zeit wurde eine Methode für die in 
planta-Transformation mit Agrobacterium entwi- 
ckelt, welche die Transformation von Pflanzen re- 
volutioniert hat. Die in planta-Transformation wird 
auch als Floral-dip-Methode bezeichnet. Entwickelt 
wurde die Methode an der Modellpflanze Arabidop- 
sis, später aber auf andere Pflanzen wie Weizen und 
Mais ausgedehnt. Zunächst werden dazu Arabidopsis- 
Pflanzen gezüchtet, bis sie beginnen, Blütenknospen 
auszubilden. Diese Knospen werden jeweils entfernt 
und können sich innerhalb einiger Tage erneut bil- 
den. Nach der Bildung neuer Knospen taucht man 
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Gen für Antibiotikaresistenz (in 
diesem Fall gegen Neomycin), 
was eine Selektion erfolgreich 
transformierter Pflanzenzellen 
ermöglicht. Hierfür kann man 
wahlweise eine Kalluskultur (a) 
oder eine Suspensionskultur (b) 
verwenden. 
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die Pflanzen in eine Suspension von Agrobacterium, 
die eine oberflächenaktive Substanz enthält. Diese 
oberflächenaktive Substanz ermöglicht Agrobacte- 
rium, sich an die Pflanze anzuheften und seine T- 
DNA zu übertragen. Weil sich die Blütenknospen ge- 
rade erst ausbilden, wird die T-DNA irgendwie über 
das Gewebe des Fruchtknotens zu einem Bestandteil 
der Keimbahn. Danach lässt man die Pflanze ihr 
Wachstum beenden und Samen bilden. Diese Sa- 
men werden dann geerntet und in Selektivmedium 
gezüchtet, um herauszufinden, welche davon die T- 
DNA eingebaut und exprimiert haben. Mit dieser 
Methode erhält man zwar nur einen geringen Anteil 
an Transformanden, man kann jedoch so viele Sa- 
men überprüfen, dass diese Prozedur dennoch gut 
funktioniert. 


Bakterien der Gattung Agrobacterium infizieren 
verwundete Pflanzen, überführen ein Ti-Plasmid 

in die Pflanzenzelle und übertragen daraus den 
T-DNA-Anteil in das Pflanzengenom. Die Bakterien 
tricksen die Pflanze aus, ihre eigene Zuckerquelle 
zu erzeugen, und induzieren dann die Bildung eines 
Tumors. 

Zur Erzeugung von transgenen Pflanzen wird ein 
Fremdgen in das Ti-Plasmid von Agrobacterium ein- 
gebaut; anschließend lässt man die Bakterien ihre 
T-DNA in das Pflanzengenom übertragen. 

Mittels der in planta-Transformation mit Ag- 
robacterium oder Floral-dip-Methode kann man 
transgene Pflanzen durch Einbau von T-DNA in 
regenerierende Pflanzengewebe erzeugen. 


Einsatz von Partikelkanonen 


Mit einer sogenannten Partikelkanone oder Genka- 
none lassen sich ebenfalls interessierende Gene in 
Pflanzengewebe einbringen; hierbei wird die DNA 
durch die pflanzlichen Zellwände geschossen. Im 
Gegensatz zum Ti-Plasmid-Transfer mit Agrobacte- 
rium funktioniert diese Methode bei allen Pflanzen. 
Grundlage dieser sogenannten biolistischen Methode 
bilden mikroskopisch kleine Metallpartikel als Träger 
der DNA. Diese werden mittels einer Partikelkanone 
in das Pflanzengewebe gefeuert und durchdringen 
die pflanzlichen Zellwände. Obwohl diese Technik 
recht unspezifisch ist, wurde sie mit großem Erfolg in 
der Pflanzenwelt eingesetzt. 

Zunächst isoliert man eine Blattscheibe (ein run- 
des Stück Blattgewebe) oder ein Stück Kallus der 
Pflanze und gibt dies in einer Schale in eine Vaku- 


umkammer. Mit der zu übertragenden DNA (die das 
interessierende Gen trägt sowie alle erforderlichen 
Promotor- und Enhancer-Elemente plus selektier- 
bare Marker) werden mikroskopisch kleine Gold- 
oder Wolframpartikel ummantelt. Goldpartikel sind 
dabei vorzuziehen, weil Wolfram für einige Pflan- 
zen toxisch ist. Mit diesen Partikeln am Ende eines 
Plastikprojektils wird die Probe mittels Druckluft 
oder Helium beschossen. Bei den ersten Genkano- 
nen wurden zur Beschleunigung Platzpatronen ver- 
wendet. Zwischen Kugel und Pflanzengewebe ist ein 
Sperrgitter aus Kunststoff angebracht. Trifft die Kugel 
auf das Sperrgitter, so werden die mit DNA umman- 
telten Partikel durch das Gitter und die Vakuumkam- 
mer in das Pflanzengewebe geschleudert. Alternativ 
kann man die Partikel auch durch Hochspannung 
beschleunigen. Dadurch werden Wassertröpfchen 
verdampft, und durch die entstehende Druckwelle 
wird ein dünnes Metallplättchen mit den Partikeln 
gegen ein Stahlsieb geschleudert. Dieses hält das Me- 
tallplättchen zurück, die mit DNA ummantelten Par- 
tikel werden jedoch weiter in das Pflanzengewebe 
geschleudert (Abb. 14.7). Diese Methode hat den 
Vorteil, dass man die Stärke der angelegten Span- 
nung steuern und so den Grad der Penetration in das 
Gewebe nach Wunsch verändern kann. 

Wenn die Partikel in das Gewebe eindringen, 
gelangen sie ins Cytoplasma oder in den Zellkern 
der Blatt- oder Kalluszellen. In den Zellen löst sich 
die DNA von den Partikeln, und es kann eine un- 
gehinderte Rekombination mit der chromosomalen 
DNA der Pflanze erfolgen (Abb. 14.8). Anschließend 
überführt man das Blatt- oder Kallusgewebe in Se- 
lektionsmedien. Darin können die Zellen, welche 
die DNA mit dem selektierbaren Marker eingebaut 
haben, wachsen, andere Zellen sterben hingegen ab. 
Die transformierten Pflanzen werden dann durch 
Gewebekultur regeneriert und schließlich auf das 
interessierende Gen hin analysiert. 

Partikelkanonen wurden auch bei den Geweben 
von Tieren mit Erfolg eingesetzt (s. Kap. 15). Außer- 
dem haben Wissenschaftler die Technik so modifi- 
ziert, dass sie damit auch DNA in die Mitochondrien 
von Hefe oder die Chloroplasten von Chlamydomo- 
nas, einer kleinen Grünalge, transformieren können. 


Mit transgener DNA ummantelte Goldpartikel 
können mittels einer Genkanone in Pflanzenzellen 
geschossen werden. Dort löst sich die transgene 
DNA von den Partikeln ab und wird in das Genom 
der Pflanze eingebaut. 
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14.7 Zwei Formen von Genkanonen (Partikelkanonen 
für DNA) 

Teil a zeigt eine Genkanone, die mit Luftdruck arbeitet, 
die Genkanone in Teil b funktioniert mit Hochspannung. 
In beiden Fällen wird das Projektil durch die Sperrplatte 
aufgehalten, während die mit DNA ummantelten Metall- 
partikel bis ins Pflanzengewebe eindringen. 
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14.8 An mikroskopisch kleinen Goldpartikeln haf- 
tende DNA kann sich in die Chromosomen der Pflan- 
zen einbauen 

Nach Eindringen in die Zelle löst sich die DNA von den 
Goldpartikeln ab. Ein Teil der DNA gelangt in den Zellkern 
und wird erfolgreich in die Chromosomen der Pflanze ein- 
gebaut. 


Nachweis des Einbaus 
von DNA 


Wie kann man feststellen, ob die DNA tatsächlich in 
die Zielzellen gelangt ist? Als gute Indikatoren für das 
Vorhandensein des Transgens in der Pflanze eignen 
sich selektierbare Marker oder Reportergene, die auf 
demselben DNA-Abschnitt liegen wie das Transgen. 
Sehr häufig verwendet wird das Reportergen npt, 
das für Neomycin-Phosphotransferase codiert. Die- 
ses Enzym inaktiviert das Antibiotikum Neomycin 
durch Übertragung einer Phosphatgruppe. Zellen, 
in die DNA mit dem npt-Gen erfolgreich eingebaut 
wurde, werden nicht mehr durch Neomycin abgetö- 
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tet. Dies ermöglicht eine direkte Selektion transfor- 
mierter Zellen, denn bei Behandlung mit Neomycin 
werden sämtliche Zellen abgetötet, welche die DNA 
nicht eingebaut haben. 

Es gibt auch nichtletale Diagnosemethoden, etwa 
den Einbau eines Reportergens, das für Luciferase 
codiert. Bei Anwesenheit seines Substrats Luciferin 
leuchtet dieses Enzym (Abb.14.9a). In der Natur 
kommt Luciferase in verschiedenen lumineszieren- 
den Organismen vor, von Glühwürmchen bis zu 
leuchtenden Kalmaren. Die für Luciferase codieren- 
den Gene von Eukaryoten und Prokaryoten wer- 
den als luc beziehungsweise lux bezeichnet. Beide 
Formen von Luciferase erzeugen eine Lumineszenz, 
allerdings mit chemisch abweichenden Luciferinen 
und durch andere Reaktionsmechanismen. Wird 
DNA mit dem eukaryotischen luc-Gen erfolgreich in 
eine pflanzliche Zielzelle eingebaut, entsteht bei Zu- 
gabe von Luciferin Lumineszenz. In diesem Fall wird 
das Luciferin mit endogenem ATP und O, oxidiert. 
Wenn Luciferase in großem Umfang exprimiert wird, 
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14.9 Luciferase als Reporter in Pflanzengewebe 
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ist das Leuchten mit bloßem Auge zu erkennen, in 
der Regel ist die Lichtmenge jedoch so gering, dass 
man sie mit empfindlichen elektronischen Messge- 
räten wie Szintillationszählern, einem Photodetektor 
oder einer CCD-Kamera messen muss. 

Dieses Reportergen hat noch einen weiteren Vor- 
teil. Das Luciferaseprotein bleibt in der Pflanze nicht 
lange stabil. Deshalb korreliert die Menge an akti- 
vem Protein zu jedem Zeitpunkt mit dem Grad der 
Genexpression. Somit kann man mit diesem Repor- 
tergen die Aktivität bestimmter Promotoren über- 
prüfen. Steuert beispielsweise der cab-Promotor die 
Expression des luc-Gens, so wird Luciferase nur dann 
produziert, wenn dieser Promotor in der Pflanze 
angeschaltet ist. Transgene Arabidopsis-Pflanzen mit 
diesem Konstrukt emittieren nur Licht durch Lucife- 
rase in photosynthetischem Gewebe, das Licht ausge- 
setzt ist - das entspricht den natürlichen Bedingun- 
gen, um die Expression des pflanzlichen cab-Gens zu 
induzieren (Abb. 14.9b). Auch andere Promotoren 
können mit dem luc-Gen analysiert werden. 
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Pflanzengewebe, in welches das /uc-Gen für Luciferase von Glühwürmchen eingebaut wurde, emittiert bei Zugabe des 
Substrats Luciferin blaues Licht. In Teil a ist eine Blattscheibe in einem Photodetektor zu sehen. In b wird das /uc-Gen in 
einem Sämling unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors exprimiert. 
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Sind die Zellen, die das Reportergen erfolgreich 
exprimieren, identifiziert, kann man daraus mittels 
Gewebekultur vollstandige Pflanzen regenerieren. Die 
entstehenden Pflanzen kann man dann auf das inter- 
essierende Gen oder Transgen hin analysieren. Durch 
Techniken wie PCR (s. Kap. 4) lasst sich die Anwesen- 
heit des Transgens bestatigen. Die relative Position 
des eingebauten Transgens im Chromosom kann man 
mittels weiterer Analysen wie Southern Blots fest- 
stellen. Nachdem inzwischen die Genome mehrerer 
Pflanzen vollständig sequenziert sind, wurde die Lo- 
kalisation von Transgenen sehr viel leichter. 


Der Einbau eines Transgens lässt sich mit verschie- 
denen Formen von Reportergenen nachweisen. 
Neomycin-Phosphotransferase inaktiviert das An- 
tibiotikum Neomycin und macht somit sämtliche 
Zellen mit dem Transgen resistent gegen eine Neo- 
mycinbehandlung. Das Luciferasegen lässt Zellen 
in Anwesenheit des Transgens in ultraviolettem 
Licht leuchten. 


Anwendung des 
Cre/loxP-Systems 


Der Einbau von selektierbaren Markern oder Repor- 
tergenen gehört zu den am häufigsten beanstandeten 
Aspekten bei der Anwendung transgener Techniken 
in der Landwirtschaft. Viele Verbraucher sind vor 
allem über die Existenz eines Gens für Antibiotikare- 
sistenz in Lebensmitteln besorgt. Es gibt jedoch gene- 
tische Techniken, mit denen man das Reporter- oder 
Resistenzgen wieder entfernen kann, nachdem man 
den erfolgreichen Einbau der DNA überprüft hat. 
Der Bakteriophage P1, der von Natur aus E. coli 
infiziert, hat zur Rekombination das einfache Cre/ 
loxP-System (cre steht für engl. causes recombina- 
tion). Das Cre-Protein ist ein Rekombinaseenzym, 
das eine spezifische, 34 Basen umfassende DNA- 
Sequenz erkennt, die loxP-Sequenz, und die Rekom- 
bination zwischen zwei loxP-Sequenzen katalysiert 
(Abb. 14.10). Indem man zu beiden Seiten eines 
DNA-Abschnitts jeweils gezielt eine loxP-Sequenz 
platziert, kann die darin eingeschlossene Region 
durch die Cre-Rekombination eliminiert werden. 
Dazu wird das cre-Gen ebenfalls in das transgene 
Konstrukt aufgenommen und dann exprimiert, wenn 
der unerwünschte DNA-Abschnitt herausgeschnitten 


werden soll (s. unten). Mit dieser Methode lassen 
sich selektierbare Markergene nach Gebrauch wie- 
der aus pflanzlicher DNA entfernen. Der aus dem 
Chromosom durch Rekombination eliminierte DNA- 
Abschnitt enthält weder einen Replikationsursprung 
noch Telomere und wird daher entweder abgebaut 
oder geht während Mitose und Meiose verloren. 

Das cre-Gen lässt sich durch Fremdbestäubung 
zwischen zwei verschiedenen Pflanzen hinzufügen. 
Eine Pflanze trägt das Transgen plus den selektierba- 
ren Marker, flankiert von zwei loxP-Sequenzen, die 
andere Pflanze ist in Besitz des cre-Gens (an einer an- 
deren Stelle eingebaut; Abb. 14.11). Zunächst wird der 
Pollen von der Pflanze mit dem cre-Gen auf die Narbe 
der Pflanze mit dem Transgen übertragen. Die dar- 
aufhin gebildeten Samen lässt man keimen und über- 
prüft sie auf ihre Sensitivität gegenüber der selektiven 
Substanz (z.B. Neomycin). Ist bei den Nachkommen 
das Cre-Protein vorhanden, so wird das Gen für den 
selektierbaren Marker herausgeschnitten und geht im 
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14.10 Das Cre//oxP-System des Bakteriophagen P1 
Das Cre-Protein bindet an die /oxP-Erkennungssequenzen 
in der DNA. Nun werden zwei nahe beieinander liegende 
loxP-Sequenzen zusammengebracht, und durch Rekom- 
bination dieser Sequenzen wird der dazwischen liegende 
DNA Abschnitt eliminiert. Ubrig bleibt im Ziel-DNA-Molekül 
eine einzelne /oxP-Sequenz. 
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14.11 Fremdbestäubungsschema zur Eliminierung 
unerwünschter Markergene 

Pollen einer Pflanze mit dem cre-Gen wird auf eine trans- 
gene Pflanze der ersten Generation übertragen, die noch 
ein Markergen für Antibiotikaresistenz enthält. Durch 
Expression des Cre-Proteins in den Nachkommen wird das 
Markergen herausgeschnitten. Schließlich werden Pflan- 
zen, bei denen der Antibiotikaresistenzmarker eliminiert 
wurde, mit Wildtyppflanzen gekreuzt. Es kommt zu einer 
normalen mendelschen Aufteilung, sodass einige Nach- 
kommen dieser Kreuzung das cre-Gen besitzen, andere 
nicht. Die Pflanzen, die das cre-Gen nicht besitzen, dienen 
zur weiteren Verwendung. 


Laufe des Wachstums verloren. Diese Pflanze enthält 
nun das Transgen und das cre-Gen, aber nicht mehr 
das Gen für die Antibiotikaresistenz. Führt man nun 
eine weitere Kreuzung zwischen dieser transgenen 
Pflanze und einer Wildtyppflanze durch, werden ei- 
nige der Nachkommen das Transgen aufweisen, aber 
nicht das cre-Gen. Mit dieser genetischen Methode 
kann man sicherstellen, dass die transgene Pflanze 
letztendlich ausschließlich ein zusätzliches Gen be- 
sitzt, nämlich das Transgen. Dieses System ist so ein- 
fach anzuwenden und so vorteilhaft, dass inzwischen 
sämtliche neuen transgenen Pflanzensorten, die für 
die Allgemeinheit freigegeben werden, nur noch das 
einzelne interessierende Transgen enthalten. 


Mithilfe des Cre//oxP-Systems lassen sich Repor- 
tergene aus dem Genom eliminieren. Bei Cre han- 
delt es sich um eine Rekombinase. Diese bindet an 
loxP-Sequenzen zu beiden Seiten des Reportergens 
und schneidet sämtliche dazwischen liegende DNA 
heraus. 


Züchtung und Überprüfung 
von Pflanzen 


Eine transgene Pflanze zu erzeugen, ist ein relativ 
einfacher Schritt. Den zeitaufwendigsten Teil dieses 
gesamten Prozesses bildet die anschließende Analyse 
und Überprüfung der transformierten Pflanzen. Der 
Expressionsgrad des Transgens kann abhängig von 
der Zahl der eingebauten Gene und ihrer Position 
beträchtlich schwanken. Jeden unabhängigen Einbau 
eines Transgens bezeichnet man als Ereignis. Wird 
beispielsweise eine Kopie des Transgens in Chromo- 
som 2 des ersten Transformanden eingebaut, würde 
man von Ereignis 1 sprechen. Würde im selben Ex- 
periment eine andere transformierte Pflanze dasselbe 
Transgen in Chromosom 4 einbauen, wäre dies ein 
zweites Ereignis. Die Position des Einbaus wirkt sich 
auf die Expression des Transgens aus. Wird das Trans- 
gen bei Ereignis 1 in einen Abschnitt Heterochromatin 
(s. Kap. 2) eingebaut, so wird das Gen wahrscheinlich 
abgeschaltet und überhaupt nicht exprimiert, selbst 
dann nicht, wenn es mit einem starken Promotor ver- 
sehen ist. Erfolgt im Gegensatz dazu bei Ereignis 2 der 
Einbau des Transgens direkt strangabwärts eines sehr 
aktiven chromosomalen Gens, wird das Transgen ver- 
mutlich in hohem Umfang exprimiert. Auch die Zahl 
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der eingebauten Gene kann schwanken. Häufig erhält 
eine einzelne transformierte Pflanze mehrere Kopien 
desselben Transgens. 

Als Erstes muss geklärt werden, ob das Transgen 
schädlich für die Pflanze ist. Funktioniert das Trans- 
gen wie erwartet? Beeinflusst das Transgen die Qua- 
lität der Nutzpflanze? Wirkt sich das Transgen auf 
das Ökosystem aus? Die Antworten auf diese Fragen 
hängen davon ab, welches Transgen verwendet wurde 
(s. weiter unten für spezifische Beispiele). 

Lassen sich keine nachteiligen Wirkungen feststel- 
len, muss das Transgen von der Versuchspflanze auf 
eine andere mit höherem Ertrag übertragen werden. 
Die meisten transgenen Pflanzen werden aus alten 
Sorten erzeugt, die sich gut für die Arbeit im Labor 
eignen, aber keinen besonders hohen Samenertrag 
pro Flächeneinheit liefern oder sehr krankheitsanfällig 
sind. Zudem kann, wie bereits erwähnt, die Regene- 
ration von Pflanzen durch Gewebekultur selbst Mu- 
tationen auslösen. Um diese Probleme zu umgehen, 
überträgt man das Transgen durch herkömmliche 
Fremdbestäubung auf ertragreiche Sorten, die bereits 
angebaut werden. Dazu wird zunächst der Pollen von 
der Pflanze mit dem Transgen gesammelt und auf die 
Narbe der ertragreichen Sorte übertragen. Die aus die- 
ser Kreuzung hervorgehenden Samen werden geerntet 
und gezogen. Von dieser F,-Generation selektiert man 
alle Pflanzen, die das Transgen enthalten. Bewirkt das 
Transgen beispielsweise eine Resistenz gegen ein Her- 
bizid, so spritzt man die Pflanzen der F,-Generation 
mit diesem; dadurch werden alle Pflanzen ohne das 
Transgen abgetötet. Mit den Pollen der überlebenden 
F,-Pflanzen führt man nun eine Rückkreuzung mit 
der ertragreichen Elternpflanze durch. Man lässt die 
Samen keimen, selektiert die Pflanzen mit dem Trans- 
gen und wiederholt das Ganze etwa vier- bis fünfmal. 
Ein solches Kreuzungsschema gewährleistet, dass un- 
gefähr 98 % der Gene der letztlich entstehenden Pflan- 
zen von der ertragreichen Sorte stammen, die übrigen 
Gene hingegen von der transgenen Ausgangspflanze. 
Ein solches Rückkreuzungsprogramm kann sich über 
mehrere Jahre erstrecken, weil jede Generation Mais, 
Sojabohnen oder Baumwolle einen gesamten Sommer 
für ihr Wachstum benötigt. 

Nach der Rückkreuzung des Transgens in eine 
geeignete Sorte versucht man durch Feldtests festzu- 
stellen, wie das Transgen sich auf Wachstum, Ertrag, 
Krankheitsresistenz und andere wichtige Merkmale 
der Pflanze auswirkt. Diese Feldtests müssen an vie- 
len verschiedenen Standorten durchgeführt werden, 
um Faktoren wie Bodentyp, Geländeform, Nieder- 
schläge und so weiter zu berücksichtigen. Auch diese 


Feldtests können sich über mehrere Jahre hinziehen. 
Unterschiedliche Niederschlagsmengen in den ver- 
schiedenen Jahren können den Ertrag beispielsweise 
stark beeinflussen. Der Pflanzenzüchter selektiert 
ausschließlich Pflanzen, die beständig den höchsten 
Ertrag erbringen und die beste Krankheitsresistenz 
zeigen. Alle anderen Pflanzen werden nie wieder 
angebaut. 

Ein weiteres Problem stellt die Zulassung trans- 
gener Pflanzen dar. Hierbei geht es unter anderem 
darum, wo solche Pflanzen angebaut werden dür- 
fen und wie sich die Transgene auf die Pflanze, das 
Ökosystem und ähnliche oder verwandte Pflanzen 
auswirken könnten. 

Nach dem Saatgutverkehrsgesetz muss in Deutsch- 
land jede Pflanzensorte zugelassen werden. Dies gilt 
auch für die Zulassung neuer Sorten, die sich aus 
transgenen Pflanzen ableiten. Zuständig für die Zu- 
lassung neuer Pflanzensorten ist das Bundessorten- 
amt. Voraussetzung für eine Zulassung einer Sorte ist 
ihre Unterscheidbarkeit, Homogenität, Beständigkeit 
und bei landwirtschaftlich genutzten Pflanzenarten 
ihr landeskultureller Wert. Daher kann eine Sorte 
nur dann zugelassen werden, wenn sie beim Anbau, 
beim Ertrag oder der Qualität der Ernteprodukte 
Verbesserungen erwarten lässt. Ob dies zutrifft, muss 
mit einer Wertprüfung festgestellt werden. Hierbei 
wird die neue Sorte über mindestens zwei, in der Re- 
gel drei Jahre an mehreren Standorten angebaut. 

Für Sorten, die aus transgenen Pflanzen resultie- 
ren, gelten die gleichen Prüfkriterien - unabhängig 
davon, auf welche Weise sie gezüchtet wurden. Vor 
der sortenrechtlichen Zulassung müssen gentech- 
nisch veränderte Pflanzen jedoch nach den Bestim- 
mungen der EU-Freisetzungs-Richtlinie - bzw. dem 
deutschen Gentechnik-Gesetz - zur Freisetzung oder 
zum Inverkehrbringen genehmigt werden. Die wich- 
tigste Voraussetzung hierfür ist eine positive Umwelt- 
verträglichkeitsprüfung der Pflanze. Dies soll sicher- 
stellen, dass die Pflanze der Umwelt nicht schadet. 

Meist gehen aus einer gentechnisch veränderten 
Pflanze mehrere Sorten hervor. Das transgene Ma- 
terial - etwa eine Herbizid- oder Insektenresistenz 
- wird in verschiedene Sorten mit jeweils unter- 
schiedlichen Eigenschaften eingekreuzt. Oft erwer- 
ben Züchtungsunternehmen die Nutzungsrechte für 
ein Genkonstrukt und bringen es in ihre eigenen 
Sorten ein. 

In Deutschland wurden die ersten transgenen 
Maissorten Ende 2005 zugelassen. Zur Anbausaison 
2008 waren sieben genetisch veränderte Sorten er- 
hältlich, die alle aus dem Bt-Mais MONS810 hervor- 
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gegangen sind. Weitere MON810-Sorten befinden 
sich im sortenrechtlichen Prüfverfahren. 

Zuvor waren bereits die ersten transgenen Mais- 
sorten in den gemeinsamen Sortenkatalog der EU 
eingetragen worden. Bis Februar 2008 war ihre Zahl 
auf 70 Sorten gestiegen, die sich alle von dem Bt-Mais 
MON810 ableiten. Die einzelnen Zulassungen wurden 
in Spanien, Frankreich und für Deutschland erteilt. 


Damit eine transgene Pflanze kommerziell ange- 
baut werden kann, muss das Transgen zunächst in 
eine andere Sorte der Pflanze eingekreuzt werden. 
Vor der kommerziellen Nutzung werden transgene 
Pflanzen eingehend überprüft. 


Transgene Pflanzen mit 
Herbizidresistenz 


Landwirte geben weltweit jährlich umgerechnet über 
acht Milliarden Euro für Herbizide (Unkrautbekämp- 
fungsmittel) aus. Dennoch belaufen sich die Ernte- 
einbußen aufgrund von Unkräutern auf 10%. Pro- 
blematisch ist unter anderem, dass die verwendeten 
Chemikalien keine Unterscheidung zwischen Nutz- 
pflanzen und Unkräutern treffen: Sie töten einfach 
jede Pflanze ab, mit der sie in Kontakt kommen. Lö- 
sen lässt sich dieses Problem beispielsweise dadurch, 
dass man die Nutzpflanzen durch gentechnische Ver- 
änderung resistent gegen das Herbizid macht. Dann 


14.12 Glyphosat hemmt EPSPS 
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kann man es ohne Rücksicht auf Nutzpflanzen und 
Unkräuter anwenden: Die Unkräuter werden abgetö- 
tet, die Nutzpflanzen überleben. 

Zu den besten Herbiziden auf dem Markt zählt 
Glyphosat, das die Firma Monsanto unter dem Han- 
delsnamen Roundup vertreibt. Glyphosat ist relativ 
umweltfreundlich, weil es im Boden rasch in ungiftige 
Verbindungen abgebaut wird. Das Glyphosatmolekül 
ist ein dem Glycin verwandtes Aminosäurephosphat- 
derivat. Es führt zum Absterben der Pflanzen, da es 
den Syntheseweg für die essenziellen Aminosäuren 
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan blockiert. Wie 
in Abbildung 14.12 dargestellt, inhibiert Glyphosat 
ein bestimmtes Enzym dieses Syntheseweges, näm- 
lich EPSPS (5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Syn- 
thase), das Produkt des in Chloroplasten lokalisierten 
aroA-Gens. Dieses Enzym kommt natürlich in allen 
Pflanzen, Pilzen und Bakterien vor, jedoch nicht bei 
Tieren. Damit existiert das Zielenzym von Glyphosat 
auch nicht beim Menschen. Alle Tiere, einschließlich 
des Menschen, müssen aromatische Aminosäuren 
mit der Nahrung aufnehmen, weil sie diese nicht 
selbst synthetisieren können. Werden Pflanzen mit 
Glyphosat gespritzt, gelangt es in die Chloroplas- 
ten, bindet an das EPSPS-Protein und blockiert den 
Syntheseweg für aromatische Aminosäuren. Damit 
verhungert die Pflanze buchstäblich. 

Da es sich schwierig gestaltet, direkt in den Pflan- 
zen eine Resistenz zu entwickeln, schlugen die Wis- 
senschaftler einen anderen Weg ein. EPSPS findet 
sich auch in Bakterien, also suchten die Wissen- 
schaftler hier nach einem EPSPS-Enzym, das resis- 
tent gegen Glyphosat ist, aber dennoch aromatische 
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Aminosäuren synthetisieren kann. Mutierte Stämme 
von Agrobacterium mit Resistenz gegen Glyphosat 
kann man durch Ausplattieren auf Glyphosat-hal- 
tigem Medium direkt selektieren. Die EPSPS dieser 
Mutanten ist glyphosatresistent, trotzdem aber en- 
zymatisch aktiv. Diese Glyphosat-resistente Version 
des aroA-Gens hat man kloniert (s. Kap.3) und zur 
Expression in Pflanzen modifiziert. Dazu wurden die 
bakteriellen Promotor- und Terminatorsequenzen 
durch pflanzliche Promotoren und Terminatoren er- 
setzt. Um eine Selektion zu ermöglichen, wurde dem 
Konstrukt außerdem noch ein Antibiotikaresistenz- 
gen hinzugefügt. Da EPSPS im Chloroplasten lokali- 
siert ist, fügte man schließlich noch vor das Gen eine 
DNA ein, die für ein kleines Chloroplasten-Transit- 
Peptid codiert. Das Chloroplasten-Transit-Peptid 
findet sich nach der ersten Synthese des Proteins 
an dessen N-Terminus und sorgt für seinen Trans- 
port zum Chloroplasten. Beim Durchtritt durch die 
Chloroplastenmembran wird das Transit-Peptid ab- 
gespalten, sodass nur das funktionelle Enzym in den 
Chloroplasten gelangt (Abb. 14.13). 

Das Glyphosat-resistente aroA-Gen aus Agrobac- 
terium wurde in verschiedene Nutzpflanzen trans- 
formiert, beispielsweise in Sojabohnen, Baumwolle 
und Raps. Bei Raps und Baumwolle erfolgte der Gen- 
transfer mithilfe der Ti-Plasmid-Methode, die Soja- 
bohnen wurden mit der Genkanone modifiziert. Die 
daraus resultierenden Herbizid-resistenten Pflanzen 
waren nach Regeneration aus Gewebekultur leicht zu 
identifizieren. 

Bei einem Vergleich des mutierten bakteriellen 
aroA-Gens mit der sensitiven Wildtypversion zeigte 
sich, welche Aminosäureänderungen für die Glypho- 
satresistenz erforderlich waren. Da die bakteriellen 
und pflanzlichen aroA-Gene homolog sind, sollten 
äquivalente Austausche bei den pflanzlichen aroA- 
Genen ebenfalls zu einer Glyphosatresistenz führen. 
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Diese Informationen machten es möglich, das aroA- 
Gen von Mais durch Veränderung seiner DNA-Se- 
quenz in vitro zu modifizieren. Nach Wiedereinbau 
in Maispflanzen mittels einer Genkanone verlieh das 
modifizierte aroA-Gen dem Mais eine Resistenz ge- 
gen Glyphosat. 

Es wurden auch noch weitere Gene für Herbi- 
zidtoleranz zur Herstellung transgener Nutzpflanzen 
verwendet, diese sind jedoch nicht so weit verbreitet 
wie transgene Pflanzen mit Roundup-Resistenz. Ein 
Beispiel ist die Resistenz gegen Sulfonylharnstoffe 
und Imidazolinone, die ein Enzym im Syntheseweg 
der verzweigten Aminosäuren Leucin, Isoleucin und 
Valin inhibieren. Pflanzen, die gegen diese Herbizide 
resistent sind, kommen recht häufig vor, denn nur 
ein einziger Aminosäureaustausch reicht aus, um 
das Enzym resistent zu machen; die Aminosäuren 
können aber nach wie vor synthetisiert werden. Ein 
weiteres Beispiel ist die Resistenz gegen Glufosinat, 
ein Herbizid, das die Synthese von Glutamin hemmt. 
Ursprünglich entdeckt wurde Glufosinat als Antibio- 
tikum, das von Streptomyces produziert wird. Somit 
identifizierten die Wissenschaftler das Enzym, das 
verhindert, dass Streptomyces von seinem eigenen 
Antibiotikum geschädigt wird. Dieses Gen wurde 
kloniert und in Nutzpflanzen transformiert. 


Glyphosat hemmt EPSPS im Biosyntheseweg der 
Pflanzen für aromatische Aminosäuren. Da der 
Mensch kein EPSPS-ähnliches Enzym besitzt, ist es 
als Herbizid gut geeignet. 

Um gegen Glyphosat resistente transgene 
Pflanzen zu erzeugen, muss das EPSPS-Gen so mo- 
difiziert werden, dass es die Bindung von Glyphosat 
verhindert. Das mutierte EPSPS wurde in Bakterien 
synthetisiert und zur Expression in Pflanzen modifi- 
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14.13 Expression des aroA-Gens von Agrobacterium in Pflanzen 
Das bakterielle aroA-Gen muss der Kontrolle eines in Pflanzen aktiven Promotors unterstellt werden. Damit das AroA-Pro- 
tein (EPSPS) korrekt im Chloroplasten lokalisiert wird, muss am N-Terminus des Proteins ein Chloroplasten-Transit-Peptid 


angehängt sein. 
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Transgene Pflanzen mit 
Insektenresistenz 


Unkräuter sind schon eine Plage, noch schlimmere 

Feinde der Pflanzen und entsprechend noch kost- 

spieliger für die Landwirte sind jedoch: 

1. Insekten und Fadenwürmer (Nematoden); 

2. Pilzkrankheiten (Schimmel, Mehltau, Rost und 
Fäule); 

3. Viruserkrankungen von Pflanzen. 


Gegen all diese Schädlinge kann man durch gentech- 
nische Modifikation resistente Pflanzen erzeugen, 
hier sollen jedoch lediglich die Insekten betrachtet 
werden. Das Spritzen von Nutzpflanzen mit Insekti- 
ziden ist sehr kostspielig und riskant. Insektizide sind 
für den Menschen meist toxischer als Herbizide, weil 
ihre Zielarten uns näher stehen. Viele der biochemi- 
schen Reaktionswege von Insekten finden sich nicht 
nur beim Menschen, sondern auch bei Nagetieren 
oder Vögeln, die Felder bewohnen. Glücklicherweise 
gibt es aber auch natürlich vorkommende Toxine, die 
für Insekten letal, für Säugetiere jedoch völlig harm- 
los sind. Ein ausgezeichnetes Beispiel hierfür ist das 
Toxin des Bodenbakteriums Bacillus thuringiensis. 
Dieses sogenannte Bt-Toxin wurde bei Nutzpflan- 
zen eingesetzt, um Ernteverluste bei Baumwolle und 
Mais durch den Baumwollkapselwurm beziehungs- 
weise den Maiszünsler zu verhindern. Die Schäden 
durch den Maiszünsler plus die Ausgaben für die 
Insektizide zu seiner Bekämpfung verursachen den 
Landwirten jährlich Kosten in Höhe von rund 700 
Millionen Euro. Die Maiszünslerschäden machen die 
Maispflanzen zudem besonders anfällig für Infek- 
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14.14 Auf Insektenlarven wirkt Bt-Toxin tödlich 


tionen mit einem toxischen Pilz, der bei Aufnahme 
auch für den Menschen schädlich sein kann. 

Bakterien der Gattung Bacillus produzieren Spo- 
ren, die ein kristallines Protein enthalten, das soge- 
nannte Cry-Protein. Nimmt ein Insekt die Bacillus- 
Sporen auf, wird das Cry-Protein zersetzt. Dabei 
wird Delta-Endotoxin (also das Bt-Toxin) freige- 
setzt. Dieses Toxin bindet an die Darmschleimhaut 
der Insekten und bewirkt die Bildung von Poren, die 
den Verdauungstrakt so stark schädigen, dass das In- 
sekt stirbt (Abb. 14.14). Verschiedene Bacillus-Arten 
produzieren eine Familie unterschiedlicher, aber ver- 
wandter Cry-Proteine. Diese hat man ursprünglich 
anhand der Anfälligkeit der Insektengruppen einge- 
teilt: CryI tötet Vertreter der Lepidoptera (Schmet- 
terlinge), Cryll tötet Lepidoptera und Diptera (Zwei- 
flügler), CryIlI tötet Coleoptera (Käfer) und CryIV 
tötet Diptera (aber nicht Lepidoptera). Als immer 
mehr Cry-Varianten bekannt wurden, erwies sich 
diese Klassifizierung als zu stark vereinfacht, weil die 
Sequenzähnlichkeiten nicht immer dem Spektrum 
der Insektizidwirkung entsprachen. Heute teilt man 
die Cry-Proteine anhand von Sequenzähnlichkeiten 
in 20 mit arabischen Ziffern bezeichnete Unterfami- 
lien ein. 

Statt die Insekten durch Spritzen der Pflanzen 
mit dem Gift zu töten, haben Wissenschaftler mit- 
hilfe transgener Techniken die cry-Gene direkt in 
die Pflanzen eingebaut. Der Einbau eines klonierten 
Toxingens in Tomatenpflanzen verlieh diesen einen 
partiellen Schutz gegen den Tabakschwärmer. Die 
Pflanzen synthetisierten allerdings nur geringe Men- 
gen des Toxins, weil das Toxingen von einem Bak- 
terium stammt und auf eine optimale Expression in 
Bakterien, nicht in Pflanzen, ausgerichtet ist. 
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Auf dem Futter der Raupe finden sich Bakteriensporen von Bacillus. Bei der Verdauung der Sporen wird das kristalline 
Protein (Cry-Protein) freigesetzt; bei dessen Abbau entsteht ein für die Insektenlarve tödliches Toxin. 
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Deshalb versuchte man, die Expression des To- 
xingens durch eine entsprechende Modifikation zu 
verbessern. Das Originaltoxin ist ein großes Protein 
aus 1156 Aminosäuren. Für die toxische Wirkung 
sind jedoch nur die ersten 650 Aminosäuren er- 
forderlich. Darum hat man das Protein durch Ent- 
fernen der hinteren Hälfte des Gens verkürzt. Die 
Synthese des verkürzten Proteins benötigt weniger 
Energie. Anschließend unterstellte man das Toxin- 
gen der Kontrolle eines Promotors, der in Pflanzen 
konstant eine Expression in hohen Mengen bewirkt. 
Bestimmte Promotoren aus Pflanzenviren wie dem 
Blumenkohlmosaikvirus erfüllen diese Anforderun- 
gen und führen zu einer zehnfachen Zunahme der 
Toxinproduktion. 

Wenn Gene eines Organismus in ganz unter- 
schiedlichen Wirtszellen exprimiert werden, wird 
auch der Codongebrauch zu einem Problem. Wie 
in Kapitel2 erläutert, ist der genetische Code inso- 
fern redundant, als mehrere verschiedene Codons für 
dieselbe Aminosäure codieren können. Auch wenn 
die Aminosäuresequenz eines Proteins festgelegt ist, 
besteht dafür also eine beträchtliche Auswahl an 
möglichen Codons. Verschiedene Organismen favo- 
risieren für die gleiche Aminosäure unterschiedliche 
Codons und verfügen über unterschiedliche Mengen 
der entsprechenden t-RNAs. Wenn ein Gen Codons 
für eine seltene rRNA-verwendet, kann deren Vorrat 
die Rate der Proteinsynthese begrenzen. In der Praxis 
ist dies nur für Gene relevant, die in hohem Umfang 
exprimiert werden - genau diese Situation liegt hier 
vor. Deshalb hat man das Gen für das Insektento- 
xin modifiziert, indem man viele der Basen an der 
dritten Position redundanter Codons ausgetauscht 
hat. Um den Codongebrauch pflanzenähnlicher zu 
machen, musste man fast 20% der Basen ändern. 
Nicht verändert wurden dadurch die codierten Ami- 
nosäuren, sodass das Toxinprotein selbst davon nicht 
betroffen war. Die Syntheserate, mit der Pflanzenzel- 
len dieses Protein herstellten, stieg jedoch enorm an 
und führte zu einer weiteren zehnfachen Steigerung 
der Toxinproduktion. 

Transgene Bt-Pflanzen wie Baumwolle und Mais 
haben viele Vorteile gegenüber dem direkten Sprit- 
zen der Felder mit dem Toxin. Dazu zählt, dass das 
Toxin nicht auf andere Gebiete übergreift und so 
eine Kreuzkontamination vermieden wird. Durch den 
Einsatz transgener Nutzpflanzen werden weniger In- 
sektizide benötigt. Im Jahr 1998 wurden allein auf den 
Baumwollfeldern in den USA rund 450000 kg weni- 
ger Insektizide ausgebracht. Dabei waren nur 45 % der 
Baumwollpflanzen tatsächlich transgene Pflanzen. 


Man hat transgene Pflanzen erzeugt, die das Cry- 
Protein des Bodenbakteriums Bacillus thuringiensis 
exprimieren. Dieses Toxin wirkt tödlich auf Schad- 
insekten wie den Maiszünsler und den Baumwoll- 
kapselwurm. 

Um eine gute Expression des bakteriellen cry- 
Gens zu erreichen, veränderte man die Wobble- 
Position und machte den Codongebrauch pflan- 
zenähnlicher. Unnötige Bereiche des Gens wurden 
eliminiert, damit für die Produktion des Transgens 
weniger Energie benötigt wird. 


Trehalose in transgenen 
Pflanzen erhöht die 
Stresstoleranz 


Pflanzen sind ausgesprochen anpassungsfähig und 
haben zahlreiche Mechanismen entwickelt, um Um- 
weltbelastungen zu überleben. Zwei solcher Stress- 
faktoren, die beim Anbau von Nutzpflanzen Prob- 
leme bereiten, sind Trockenheit und der hohe Salz- 
gehalt von Bewässerungswasser. Trockentolerante 
Pflanzen, Pilze und Bakterien werden in Zeiten ho- 
her Belastung von dem Zucker Trehalose geschützt. 
Trehalose ist ein nichtreduzierendes Speicherkoh- 
lenhydrat mit der Fähigkeit, Wassermoleküle zu ab- 
sorbieren und wieder freizusetzen. Für die Synthese 
von Trehalose werden zwei Enzyme benötigt: Treha- 
losephosphat-Synthase wandelt UDP-Glucose und 
Glucose-6-phosphat in Trehalose-6-phosphat um. 
Danach spaltet Trehalose-6-phosphat-Phosphatase 
die Phosphatgruppe ab, und es entsteht Trehalose 
(Abb. 14.15). Ein weiteres Enzym, Trehalase, baut die 
Trehalose zu zwei Glucosemolekülen ab. 

Um eine Reissorte zu schaffen, die toleranter 
gegen einen hohen Salzgehalt oder Trockenheit ist, 
hat man ein Fusionsgen erzeugt, das für ein Protein 
mit Trehalosephosphat-Synthase- wie auch Trehalo- 
se-6-phosphat-Phosphatase-Aktivität codiert. Dieses 
wurde dann mithilfe des Ti-Plasmids von Agrobacte- 
rium in die Reispflanzen transformiert. Man testete 
zwei verschiedene Konstrukte mit dem gleichen Fusi- 
onsgen, aber unterschiedlichen Promotoren. Das eine 
Konstrukt enthielt einen durch Stress induzierbaren 
Promotor, das andere einen durch Licht induzierba- 
ren. Durch den Einbau dieser Gene wurden die Reis- 
pflanzen toleranter gegenüber hohen Salzkonzentra- 
tionen und Wassermangel. Mit einem konstitutiven 
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Trehalose- Trehalose-6- 
phosphat- phosphat- 
UDP-Glucose Synthase Phosphatase 
Trehalose-6- ioe 
phosphat 
Glucose-6-P 
UDP P 


14.15 Synthese- und Abbauweg von Trehalose 


Trehalose entsteht durch zwei enzymatische Reaktionen. Zunächst wandelt Trehalosephosphat-Synthase UDP-Glucose und 
Glucose-6-phosphat in Trehalose-6-phosphat um. Anschließend spaltet Trehalose-6-phosphat-Phosphatase die Phosphat- 
gruppe ab, wodurch Trehalose entsteht. Durch Trehalase kann Trehalose in zwei Glucosemoleküle gespalten werden. 


Promotor führte das gleiche Fusionsgen jedoch zu 
verkümmertem Wachstum. Die Expressionsmuster 
von Transgenen können sich also nachdrücklich auf 
das Ergebnis auswirken. Bislang hat man diese trans- 
genen Reispflanzen noch nicht im Feld angebaut, dies 
zeigt aber, dass sich auch in einer sich wandelnden 
Umwelt immer wieder Wege finden lassen, Erträge 
und Qualität von Nahrungsmitteln zu steigern. 


Die für die Biosynthese von Trehalose erforderli- 
chen Enzyme wurden in Reispflanzen transformiert. 
Die resultierenden transgenen Pflanzen waren tole- 
ranter gegenüber hohen Salzkonzentrationen und 
Trockenheit. 


Funktionelle Genomik 
bei Pflanzen 


Da mittlerweile die vollständigen DNA-Sequenzen 
von Reis, Pappel und Arabidopsis bekannt sind, 
haben sich die Pflanzenforscher der funktionellen 
Genomik zugewandt. Sie arbeiten nicht mehr mit 
einzelnen Genen, sondern analysieren das gesamte 
Genom. Diese Forschungen erfolgen nach wie vor 
größtenteils an Arabidopsis, inzwischen jedoch auch 
vermehrt an Nutzpflanzenarten wie Reis, Mais und 
Sojabohnen. Auf dem Gebiet der funktionellen Ge- 
nomik bei Pflanzen werden verschiedene Techni- 
ken eingesetzt, von denen einige bereits besprochen 


wurden; die meisten beruhen jedoch auf einem Ab- 
schalten oder Blockieren der Genexpression. Man 
analysiert neue Gene und Stoffwechselwege, die für 
ein Verständnis der grundlegenden Physiologie von 
Pflanzen nützlich sind, weil man sich dadurch er- 
hofft, die gegenwärtig verfügbaren Nutzpflanzen ver- 
bessern zu können. 

Insertionen stellen eine Möglichkeit dar, die 
Funktion neuer Gene zu ermitteln. Mutanten von 
Pflanzen werden zum Beispiel durch den Einbau 
von Transposons oder T-DNA erzeugt. Hierbei ent- 
hält die T-DNA oder das Transposon anstelle eines 
Transgens lediglich ein Reportergen. Beim Einbau 
der T-DNA oder des Transposons in das pflanzliche 
Chromosom kann es zur Disruption eines Pflanzen- 
gens kommen. Wird durch die Insertion die Funk- 
tion eines Pflanzengens ausgeschaltet, kann man den 
daraus resultierenden Phänotyp überprüfen und ana- 
lysieren. Durch Klonierung der strangaufwärts und 
strangabwärts von der Insertion liegenden Abschnitte 
kann man dann feststellen, welches pflanzliche Gen 
diesem Phänotyp entspricht. 

Mittels Gen-Silencing kann man die Funktion 
pflanzlicher Gene ebenfalls ermitteln. Wie in Ka- 
pitel5 erläutert, wurde das Phänomen des Gen-Si- 
lencing durch RNA-Interferenz (RNAi) ursprünglich 
bei Pflanzen beschrieben. Ausgelöst wird die RNAi 
durch eine doppelsträngige RNA, die in kurze Ab- 
schnitte zerschnitten wird (siRNA für engl. short 
interfering RNA). Der RISC-Enzymkomplex erkennt 
mithilfe von siRNA homologe RNA (insbesondere 
mRNA) und schneidet diese in Stücke. Dadurch wird 
verhindert, dass die mRNA in Proteine exprimiert 
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Exkurs 14.1 


Phytoremediation und andere Einsatzmöglichkeiten 


für transgene Pflanzen 


Für transgene Pflanzen gibt es viele verschiedene Ein- 
satzmöglichkeiten, mit denen sich die landwirtschaftli- 
chen Erträge steigern lassen. Dazu zählen beispielsweise 
Herbizidtoleranz, Schädlingsresistenz, Trockentoleranz, 
geringerer Düngemittelverbrauch, höhere Erträge sowie 
ein höherer Nährwert für Mensch und Tier. Diese An- 
wendungen sind für unser Überleben bei weitem am 
bedeutendsten und umfassen die meisten der biotechno- 
logischen Einsatzgebiete transgener Pflanzen. Aufgrund 
ihrer vielfältigen und einzigartigen Eigenschaften gibt es 
für transgene Pflanzen aber auch noch andere Anwen- 
dungsmöglichkeiten außerhalb der Landwirtschaft. Eine 
davon ist die Phytoremediation oder Phytosanierung. 
Darunter versteht man die Reinigung von kontaminier- 
ten Böden und schadstoffbelastetem Wasser mithilfe 
von Pflanzen. Diese Anwendungsmöglichkeit transgener 
Pflanzen steckt noch in den Kinderschuhen, doch sind in 
den letzten Jahren einige Fortschritte gelungen. 

Es gibt zwei Möglichkeiten für die Phytoremedia- 
tion schadstoffbelasteter Böden. Die erste ist die Phy- 
tostabilisierung. Sie sorgt für eine Vegetationsdecke auf 
schadstoffbelasteten Standorten. Die Pflanzen sollen den 
Boden vor Erosion durch Wind und Wasser schützen. 
Zwar wird eine Phytostabilisierung meistens mit nor- 
malen Pflanzen durchgeführt, durch den Einsatz trans- 
gener Pflanzen könnte man jedoch für ein kräftigeres 
Wurzelwerk oder eine höhere Toleranz gegenüber den 
Schadstoffen sorgen. Die zweite Möglichkeit wird als 
Phytoextraktion bezeichnet. Hierbei nehmen die Pflanzen 
die Schadstoffe direkt in ihre Gewebe auf. Anschließend 


wird. Dies macht man sich im Labor zunutze, indem 
man eine Pflanze mit einem kleinen Oligonucleotid 
transformiert, das RISC dazu anregt, die Expres- 
sion eines bestimmten Gens aufzuheben. Die Pflanze 
kann dann daraufhin analysiert werden, ob ein sicht- 
barer Phänotyp mit dem Abschalten des Gens asso- 
ziiert ist. 

Gene lassen sich noch durch eine andere Me- 
thode abschalten, durch die Mutagenese mit schnel- 
len Neutronen (engl. fast neutron mutagenesis). 
Hierbei werden mittels schneller Neutronen Dele- 
tionen der DNA induziert. Schnelle Neutronen ent- 
stehen durch nukleare Prozesse wie Kernspaltung, 
wobei freie Neutronen mit einer kinetischen Energie 
von nahe 1 MeV erzeugt werden. Diese Neutronen 
verursachen in exponierter DNA Deletionen. Wenn 
man Samen der interessierenden Pflanze schnellen 


können die Pflanzen abgeerntet und entsprechend ent- 
sorgt werden. 

Manche Pflanzen verfügen von Natur aus über Sys- 
teme, um Schwermetallionen aufzunehmen, während an- 
dere zur Aufnahme von Toxinen zunächst modifiziert wer- 
den müssen. Ein natürlicher Akkumulator ist der Gebän- 
derte Saumfarn (Pteris vittata); er kann bis zu 7500 ug/g 
Arsen aus kontaminierten Böden anreichern. Manche 
Pflanzen können in ihren Blättern 200-mal mehr Arsen 
ansammeln, als im Boden vorhanden ist. 

Alternativ kann man auch transgene Pflanzen erzeu- 
gen, um toxische Schadstoffe zu beseitigen. Zu diesem 
Zweck hat man in das Genom von Arabidopsis, Tabak und 
Pappeln das merA- und merB-Gen von Bakterien eingebaut. 
Die von diesen Genen codierten Proteine entfernen Queck- 
silber (Hg[ll]) aus organischen Quecksilberverbindungen 
und wandeln es in elementares Quecksilber um, das sich 
an der Luft verflüchtigt. Die bislang verfügbaren transge- 
nen Pflanzen können Quecksilber noch nicht besonders 
effizient aus Böden eliminieren, denn die Lokalisierung der 
MerA- und MerB-Proteine könnte es schwierig machen, 
das Quecksilber anzureichern. Durch Expression von MerA 
und MerB in den Zellwänden lässt sich die Quecksilberauf- 
nahmefähigkeit der transgenen Pflanzen erhöhen. 

Die Erforschung der Genomik natürlicher Schwerme- 
tallakkumulatoren wird sich als sehr hilfreich erweisen, 
um die natürlichen Proteine und Reaktionswege zur Rei- 
nigung von toxischen Proteinen nachzuzeichnen. Solche 
Erkenntnisse werden den Einsatz transgener Pflanzen für 
die Phytoremediation rationalisieren. 


Neutronen aussetzt, entstehen dadurch zufällige Mu- 
tationen. Die Dosis der schnellen Neutronen und 
somit die Zahl der Deletionen pro Genom kann man 
steuern. Anschließend zieht man aus den mit schnel- 
len Neutronen behandelten, sogenannten M1-Samen 
Pflanzen. Jede der Pflanzen weist eine oder mehrere 
unterschiedliche Deletionen und potenziell einen an- 
deren Phänotyp auf. 

Die Samen all dieser Pflanzen, als M2-Samen 
bezeichnet, werden geerntet. Die meisten davon wer- 
den als Samenvorrat aufbewahrt, aus den übrigen 
M2-Samen zieht man Pflanzen. Anschließend isoliert 
man die DNA der Pflanzen und sammelt sie in Pools 
unterschiedlicher Größe. Enthielt zum Beispiel der 
Originalpool die DNA von 100 Pflanzen, so erzeugt 
man nach und nach kleinere Pools bis hinunter zu 
nur einer bis zwei Pflanzen pro Pool. Mittels PCR 
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a Erzeugen von Samenvorräten mit mutierter DNA 


schnelle Neutronen 


b Analyse der DNA auf Deletionen 


DNA aus Pflanze 1 


Samenvorrat 
Ernten 
der 
M2- 
Samen 
Vermischen 
der DNA zu 
großen und 
kleinen Pools 
für die PCR- 
Isolieren der DNA aus Analyse 


sämtlichen Pflanzen 


DNA aus Pflanze 2 NM 


Abschnitt mit Deletion 
durch schnelle Neutronen 


<— Wildtyp-DNA 
<— DNA mit Deletion 


Elektrophorese der PCR-Produkte 


14.16 Identifizieren von Mutanten, die durch schnelle Neutronen erzeugt wurden, mittels PCR 
a M1-Samen werden durch schnelle Neutronen einer Mutagenese unterzogen. Aus den M2-Samen werden Pflanzen gezo- 
gen, und von jeder Pflanze wird die DNA isoliert. Die DNA wird zu groBen Pools aus vielen M2-Samen vermischt und nach 


und nach zu kleineren Pools aus weniger Samen. b Mittels 


PCR analysiert man die Samen auf Deletionen. Die Primer er- 


kennen spezifische Stellen im Pflanzengenom. Enthalt der DNA-Pool Deletionen, so erzeugt der PCR-Primer zwei Banden, 
eine von dem (in der Länge unveränderten) Wildtypgen und eine von der Pflanze mit der Deletion. 


versucht man dann in der Regel, spezifische Gene 
mit Deletionen zu finden. Dazu werden PCR-Primer 
hergestellt, um ein Zielgen aus dem größten DNA- 
Pool zu amplifizieren. Wurde im Zielgen einer der 
Pflanzen eine Deletion erzeugt, so werden die PCR- 
Primer zwei Banden amplifizieren, das Wildtypgen 
plus einen kürzeren Abschnitt von dem Gen mit der 
Deletion. Anschließend werden die kleineren DNA- 
Pools auf die Deletion hin analysiert, bis man einen 


bestimmten M2-Samen mit der genetischen Deletion 
in Verbindung bringen kann (Abb. 14.16). 

Eine weitere Methode, um Mutationen bei Pflan- 
zen zu erzeugen, ist das sogenannte TILLING (von 
engl. targeting-induced local lesions in genomes; 
Abb. 14.17). Dazu erzeugt man zunächst bei einer 
Reihe von Samen durch Inkubation mit einer muta- 
genen Verbindung wie EMS (Ethylmethansulfonat) 
Punktmutationen. Durch EMS entstehen in der DNA 
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a Erzeugen von Punktmutationen mit EMS 
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14.17 Identifizieren von Punktmutationen mittels TILLING 

Mit der Methode des TILLING kann man Punktmutationen in einer pflanzlichen DNA-Bibliothek identifizieren. a Die muta- 
gene Verbindung EMS induziert Punktmutationen in Samen. Aus den M 1-Samen werden Pflanzen gezogen, die M2-Samen 
werden geerntet. Die meisten M2-Samen bewahrt man als Vorrat auf, die übrigen lässt man keimen. Aus sämtlichen da- 
raus hervorgehenden Pflanzen wird die DNA isoliert und in Pools aufgeteilt. Die größeren Pools enthalten DNA aus allen 
M2-Pflanzen, die kleineren nur DNA von einer oder zwei M2-Pflanzen. b Zur Identifizierung von Punktmutationen in den 
DNA-Pools amplifiziert man mittels PCR zufällige Abschnitte des pflanzlichen Genoms. Einige der PCR-Produkte enthal- 
ten Punktmutationen, andere sind normal. Nun unterzieht man die Produkte einer Denaturierung; beim anschließenden 
Annealing bilden auch einige der mutierten und normalen Stränge Hybriden. Die renaturierten PCR-Produkte werden an 
beiden Enden mit unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern markiert. Danach werden die PCR-Produkte mit dem Enzym 
CEL-1 verdaut. Dieses schneidet nur an Stellen der Helix, an denen Fehlpaarungen auftreten. Dadurch weisen sämtliche 
verbleibenden „mutiert-normal-Hybriden“ nur noch einen einzigen Fluoreszenzmarker auf. 


G/C- und A/T-Transitionen. Wie zuvor werden aus 
den M1-Samen Pflanzen gezogen, und die Samen der 
zweiten Generation (M2-Samen) werden größtenteils 
als Samenvorrat aufbewahrt. Einige M2-Samen lässt 
man keimen, isoliert die DNA der Pflanzen und stellt 
daraus einen großen Megapool und nach und nach 
kleinere Pools zusammen, wie zuvor beschrieben. 
Mithilfe von PCR-Primern werden dann ausgewählte 
Abschnitte der DNA amplifiziert. Die PCR-Primer 


tragen Fluoreszenzmarker. Folglich sind die PCR- 
Produkte an beiden Enden jeweils mit einem ande- 
ren Marker markiert. 

Die Punktmutationen lassen sich (im Gegensatz 
zu Deletionen) identifizieren, indem man Hetero- 
duplices aus mutierter und Wildtyp-DNA erzeugt. 
Dazu werden die PCR-Produkte zu Einzelsträngen 
denaturiert. Beim anschließenden langsamen Ab- 
kühlen vereinigen sich die DNA-Stränge wieder. 
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Während der Renaturierung vereinigen sich einige 
der mutierten Stränge mit Wildtypsträngen, sodass 
die entstehende Heteroduplex ein fehlgepaartes Nu- 
cleotid aufweist. Das Enzym CEL-1 spaltet spezifisch 
fehlgepaarte DNA. Wird das PCR-Produkt durch 
CEL-1 gespalten, so besitzt es danach nur noch ei- 
nen Fluoreszenzmarker, während ungespaltene DNA 
(ohne Fehlpaarungen) noch beide Fluoreszenzmar- 
ker trägt. Durch Auftrennung der PCR-Produkte 
mittels Gelelektrophorese lassen sich die verdauten 
mutierten Stränge identifizieren. 


Die Funktion pflanzlicher Gene lässt sich beispiels- 
weise durch Disruption zufälliger Gene mittels Ein- 
bau von Transposons ermitteln. 

Als weitere Methode zur Identifizierung der 
Funktion pflanzlicher Gene dient Gen-Silencing. 

Durch Mutagenese mit schnellen Neutronen 
kann man in genomischer DNA Deletionen erzeu- 
gen, durch die neue Phänotypen entstehen. Mittels 
PCR lassen sich die Regionen des Genoms finden, 
in denen die Deletion erfolgt ist. 

Durch das sogenannte TILLING (engl. targeting- 
induced local lesions in genomes) entstehen Punkt- 
mutationen in pflanzlichen Genomen. Erzeugt die 
Mutation einen erkennbar mutierten Phänotyp, 
kann man das Gen durch eine PCR fehlgepaarter 
Hybriden identifizieren. 


Beurteilung der Sicherheit 
von Nahrungsmitteln und 
StarLink-Mais 


Der Anbau genetisch modifizierter Nutzpflanzen ist 
sehr umstritten. Zunächst muss man darauf hin- 
weisen, dass sämtliche Nutzpflanzen in irgendeiner 
Weise genetisch verändert sind. Selbst die ältesten 
Sorten von essbarem Mais weisen beispielsweise 
keine Ähnlichkeit mit ihrem Vorfahren Teosinte auf. 
Diese Veränderungen wurden durch Fremdbestäu- 
bung und selektive Züchtung erzeugt. Daher ist es 
richtiger, hier von transgenen Nutzpflanzen statt von 
genetisch modifizierten Nutzpflanzen zu sprechen. 
Besondere Besorgnis rufen transgene Nutzpflan- 
zen im Hinblick auf ihre Wirkung auf die Gesundheit 
hervor. Enthält die transgene Nutzpflanze Toxine 
oder Allergene, ändert sich der Nährstoffgehalt des 
Nahrungsmittels, oder begünstigt sie eine Antibioti- 


karesistenz bei Mensch oder Vieh? Die Ausbreitung 
von Antibiotikaresistenzen durch Reportergene oder 
selektierbare Marker stellt inzwischen kein Problem 
mehr dar, weil die neuen transgenen Sorten diese 
Marker nicht mehr enthalten. Der Nährstoffgehalt 
transgener Nahrungsmittel wird streng kontrolliert 
und bewertet, bevor eine Freigabe für die Öffentlich- 
keit erfolgt. 

Das allergene Potenzial transgener Nutzpflan- 
zen hat zahlreiche Debatten hervorgerufen. Im Jahr 
2000 entdeckte man in Tacos aus einem Supermarkt 
in den USA eine für Nahrungsmittel nicht zuge- 
lassene transgene Maissorte, den StarLink-Mais. 
StarLink-Mais enthält zwei Transgene. Eines davon 
codiert für das Toxin aus Bacillus thuringiensis und 
verleiht dadurch eine Resistenz gegen den Mais- 
zünsler (s. weiter vorne). Bei diesem Bt-Transgen 
handelt es sich um die Cry9C-Isoform. Das zweite 
Transgen aus Streptomyces hygroscopicus macht 
den Mais resistent gegen ein häufig verwendetes 
Breitspektrumherbizid. 

Die Cry9C-Isoform des Bt-Toxins ist sehr viel re- 
sistenter gegen Magensäure. Nach Kochen und Wei- 
terverarbeitung enthielt StarLink-Mais ebenfalls sehr 
viel höhere Konzentrationen des Cry9C-Proteins, als 
erwartet. Das deutet darauf hin, dass dieses Protein 
stabiler als andere Isoformen des Bt-Toxins ist. (Die 
Cry1A-Isoform des Bt-Toxins wird hingegen durch 
Kochen, Verarbeitung und Verdauungsenzyme 
problemlos abgebaut.) Weil die Ergebnisse für das 
CrypC-Protein aus nur einer Studie stammten, for- 
derte die amerikanische Umweltschutzorganisation 
EPA (Environmental Protection Agency) weitere 
Tests, um sicherzustellen, dass der Verzehr keine 
allergischen Reaktionen hervorruft. Die Firmen, die 
StarLink-Mais herstellten, drängten die EPA auf Zu- 
lassung. Diese wurde nur teilweise erteilt: Als Futter 
für Vieh durfte StarLink-Mais angebaut werden. Die 
EPA hatte nicht bedacht, dass der geerntete Mais 
zum nächsten Getreidesilo transportiert und dort 
mit sämtlichem anderen Mais der Region vermischt 
wird und danach in die Verarbeitungszentren ge- 
langt. So befolgten Herstellerfirma und Landwirte 
zwar in gutem Glauben die Richtlinien der EPA, der 
nächste Schritt in der Weiterverarbeitung machte es 
jedoch unmöglich, den StarLink-Mais von all den 
anderen Sorten zu trennen. 

Im September 2000 schlossen sich mehrere 
Gruppen zu einem gemeinsamen Protest gegen ge- 
netisch modifizierte Nahrungsmittel zusammen und 
gaben bekannt, in Tacos Spuren von StarLink-Mais 
nachgewiesen zu haben. Weitere Untersuchungen 
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bestätigten dies, sodass sämtliche Produkte vom 
Markt genommen werden mussten. Die Gesund- 
heitsbehörde CDC (Centers for Disease Control) 
untersuchte alle Menschen, die über eine allergische 
Reaktion nach Verzehr der kontaminierten Tacos 
klagten. Als Erstes stellten sie fest, welchen Antikör- 
per der Körper als Reaktion auf Cry9C-Protein pro- 
duziert. Danach nahmen sie Blutproben und codier- 
ten diese. Diese Proben wurden dann sowohl vom 
CDC als auch von einem anderen Labor auf die An- 
wesenheit des Cry9C-Antikörpers untersucht. Beide 
kamen zu dem Ergebnis, dass keine der Proben diese 
Antikörper enthielt. Das ließ darauf schließen, dass 
die allergischen Reaktionen auf irgendeinen anderen 
Bestandteil der verzehrten Nahrung zurückzuführen 
waren. 

Anschließend bot die Firma an, sämtlichen noch 
vorhandenen StarLink-Mais zurückzukaufen und 
den Landwirten einen guten Preis dafür zu bie- 
ten, damit keine Nahrungsmittel mehr kontaminiert 
würden. Zusätzlich wurde sämtliches StarLink-Saat- 
gut vom Markt genommen, um einen künftigen 
Anbau zu verhindern. Insgesamt war StarLink nur 
zwei Jahre lang auf dem Markt, 1999 und 2000. 
Im Jahr 1999 belief sich der StarLink-Anbau in 
den Vereinigten Staaten auf nur 0,4% des gesamten 
Maisanbaus, im Jahr 2000 auf 0,5%. Aufgrund die- 
ses geringen Prozentsatzes der Gesamternte machte 
das Cry9C in den Tacos durch den hohen Anteil 
anderer Maissorten nur einen sehr kleinen Anteil 
aus. Mittlerweile wird StarLink-Mais nirgendwo auf 
der Welt mehr angebaut, und die EPA hat sämtliche 
Zulassungen aufgehoben. 

Das allergische Potenzial zu ermitteln, ist bei 
der Entwicklung transgener Nutzpflanzen von ent- 
scheidender Bedeutung. In einem anderen Fall hat 
man Sojabohnenpflanzen mit einem Gen aus der 
Paranuss transformiert. Das Gen sollte den Methio- 
ningehalt der Sojabohnen erhöhen und damit ein 
besseres Viehfutter ergeben. Weil viele Menschen 
gegen Paranüsse allergisch sind, ordnete die ameri- 
kanische Arzneimittelzulassungsbehörde FDA (Food 
and Drug Administration) Allergietests in Form von 
Pricktests und Immunassays an. Dabei wurde fest- 
gestellt, dass das Transgen allergische Reaktionen 
hervorruft. Daraufhin wurden die Forschungen ein- 
gestellt, und keine der transgenen Pflanzen gelangte 
je an die Öffentlichkeit. 


Transgene Pflanzen stehen unter strenger Kontrolle 
der Öffentlichkeit und der Regierung. 
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Als weiteres Problem transgener Pflanzen kommt 
hinzu, dass sie sich auch auf Nicht-Zielorganismen 
auswirken können, also auf Pflanzen und Tiere, die 
der transgenen Nutzpflanze oder dem Insektizid 
unabsichtlich ausgesetzt sind. In einem Artikel in 
der Zeitschrift Nature wurde die Möglichkeit ange- 
deutet, dass Monarchfalter sterben, wenn sie Pollen 
von Mais mit dem Bt-Gen aufnehmen. Diese Studie 
alarmierte Wissenschaftler ebenso wie Umweltlob- 
byisten. Die Raupen der Monarchfalter verbringen 
den Sommer in Teilen von Kanada und im Mittel- 
westen der USA und ernähren sich ausschließlich 
von Seidenpflanzen. Im Herbst wandern die adulten 
Falter in ihre Überwinterungsgebiete in Mexiko. 
Im Frühjahr ziehen sie dann zur Eiablage wie- 
der zurück in den Mittelwesten, und der Zyklus 
beginnt von vorne. Für ihr Experiment brachten 
die Wissenschaftler der Cornell University Pol- 
lenstaub von transgenem Mais mit exprimiertem 
Bt-Toxin auf die Blätter der Seidenpflanzen auf. 
Zum Vergleich bestäubten sie andere Seidenpflan- 
zen mit normalem Pollen, weitere gar nicht. Die 
Raupen, die von dem transgenen Pollen gefressen 
hatten, zeigten ein verkümmertes Wachstum, nah- 
men weniger Nahrung zu sich und hatten eine 
höhere Sterblichkeit als Raupen der anderen beiden 
Gruppen. 

An dieser Studie gab es viele strittige Punkte. 
So wurde beispielsweise nie deutlich, wie viel Pol- 
len tatsächlich auf die Seidenpflanzen aufgebracht 
wurde. Die Forscher trugen einfach so viel Pollen 
auf, wie sie in den Maisfeldern fanden. Da die 
Raupen zudem die mit Bt-Pollen bestäubten Sei- 
denpflanzenblätter häufig verschmähten, argumen- 
tierten einige Kritiker, dass sie in der natürlichen 
Umgebung auf andere Seidenpflanzen ausgewichen 
wären. Umweltgruppen empfanden dies als eine 
bahnbrechende Studie, die zeigte, dass transgene 
Nutzpflanzen für die Umwelt genauso schädlich 
sein können wie Pestizide wie DDT. Das beste Er- 
gebnis der Debatte war jedoch die Vielzahl nach- 
folgender Forschungen über transgene Bt-Pflanzen 
und ihre Wirkungen auf Schmetterlinge und andere 
Nicht-Zielorganismen. 

Man ermittelte die Menge an Pollen auf Maisfel- 
dern und in deren Umgebung wachsenden Seiden- 
pflanzen. Damit sich die Bt-Pollen auf die Raupen 
von Monarchfaltern auswirken, müssen 100 Pollen- 
körner pro Quadratzentimeter vorhanden sein. So 
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viel Pollen fand sich nur auf Seidenpflanzen, die 
direkt am Rand oder sogar innerhalb von Maisfel- 
dern wuchsen, aber nie auf benachbarten offenen 
Flächen. Schon in einer Entfernung von zwei Metern 
vom Rand des Maisfeldes fiel die Pollendichte auf 14 
Körner pro Quadratzentimeter. In der natürlichen 
Umgebung fressen die Monarchraupen so stark mit 
Pollen überzogene Blätter einfach nicht, sondern be- 
schränken sich auf andere Pflanzenteile. Die Zahl 
der Pollen wird zudem stark davon beeinflusst, ob 
es während der Freisetzung der Pollenkörner regnet 
oder windig ist. Durch einen einzigen Regenschauer 
können mehr als die Hälfte der Pollenkörner von 
den Pflanzen heruntergewaschen werden. Außerdem 
legen Monarchfalter, sofern sie die Wahl haben, ihre 
Eier auf Seidenpflanzen ohne Pollen ab, was das Ri- 
siko einer Schädigung noch weiter verringert. 

Man hat auch versucht, durch gezielte Untersu- 
chungen festzustellen, welche Formen von Bt-Toxi- 
nen die Larven der Monarchfalter schädigen. Dabei 
erwiesen sich nur bestimmte Typen von Bt-Toxinen 
als schädlich, andere hingegen als völlig harmlos. 
Stets toxisch war lediglich Pollen von Cry1AB, Er- 
eignis #176; diese Sorte machte im Jahr 2000 etwa 
1% der gesamten Maisernte aus. Schon 2001 wurde 
dieses transgene Ereignis nicht mehr zugelassen und 
die Sorte in den USA nicht mehr angebaut. Das 
CrylAB-Transgen von Ereignis #176 untersteht der 
Kontrolle eines Maispollen-spezifischen Promotors 
und eines Promotors von Phosphoenolpyruvat-Carb- 
oxylase, der die Expression aller photosynthetischen 
Gewebe sichert. Andere Ereignisse, die dasselbe To- 
xin - CrylAB - nutzen, waren nur dann toxisch für 
die Monarchraupen, wenn sie in einer Dichte von 
mehr als 1000 Pollenkörnern pro Quadratzentime- 
ter auftraten. Die geringere Toxizität beruht auf der 
Verwendung unterschiedlicher Promotoren. Andere 
Cry-Toxine wie CrylF und Cry9C zeigten keiner- 
lei Auswirkungen auf irgendwelche Larvenstadien 
des Monarchfalters. Diese Studien wurden im Labor 
durchgeführt, wo die Raupen keine andere Wahl hat- 
ten, als die mit Pollen kontaminierten Seidenpflan- 
zen zu fressen. 


Bei einigen Studien hat sich eine schadliche Wir- 
kung transgener Maispollen auf Monarchfalter 
ergeben. Allerdings wurden diese Studien im Labor 
durchgeführt, das sich stark von den Bedingungen 
in einem Maisfeld unterscheidet. Um eine wirklich 
aussagekräftige Schlussfolgerung zu ermöglichen, 
sind weitere Untersuchungen in der tatsächlichen 
Umgebung erforderlich. 
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Neue und verbesserte Tiere 


Der Mensch versucht schon seit Jahrtausenden, 
Nutzpflanzen und Nutztiere durch selektive Züch- 
tung, überwiegend nach dem Prinzip von Versuch 
und Irrtum, zu verbessern. Durch selektive Züch- 
tung über viele Generationen hinweg wurden Scha- 
fe mit dichterer Wolle und schlauere Schäferhunde 
gezüchtet. Je mehr Erkenntnisse sich auf dem Ge- 
biet der Genetik ansammeln, desto schneller und 
effektiver lassen sich verbesserte Nutzpflanzen und 
-tiere züchten. 

Mittlerweile kann man Pflanzen, Tiere und so- 
gar Menschen durch gentechnische Methoden ver- 
ändern. Die ersten Versuche mit transgenen Tieren 
wurden größtenteils an Mäusen durchgeführt. In- 
zwischen haben auch weitaus größere Tiere in der 
Gentechnik Einzug gehalten, beispielsweise Schafe, 
Ziegen, Katzen, Hunde und selbst Affen. Bei einem 
transgenen Tier trägt jede Zelle neue genetische 
Informationen. Mit anderen Worten, die neue ge- 
netische Information wird in die Keimbahn einge- 
schleust und nicht nur in die somatischen Zellen wie 
bei der Gentherapie (die das Thema von Kap. 17 ist). 
Folglich geben transgene Tiere diese neuen Gene an 
ihre Nachkommen weiter. 

Im Allgemeinen besteht diese neue genetische In- 
formation aus Genen, die von anderen Organismen 
übertragen wurden. Man spricht von sogenannten 
Transgenen. Sie können von Vertretern der glei- 
chen Art stammen, von entfernt verwandten Tieren 
oder sogar von gar nicht verwandten Organismen 
wie Pflanzen, Pilzen oder Bakterien. Oft werden die 
Transgene auch selbst schon modifiziert, bevor man 
sie in das Wirtstier einbaut. Zu den häufigsten Modi- 
fikationen gehört, dass das Transgen der Regulation 
eines geeigneteren Promotors unterstellt wird. Das 
kann ein stärkerer Promotor sein oder auch ein Pro- 
motor, durch den das Transgen unter bestimmten 
Bedingungen exprimiert wird. Diese verschiedenen 
Manipulationen wurden in den vorherigen Kapiteln 
behandelt. Hier geht es nun um die Techniken, mit 
denen transgene Tiere erzeugt werden, sowie um 
einige Anwendungen dieser Technologie. 


Der Mensch verändert schon seit Tausenden von 
Jahren Tiere durch selektive Züchtung. Heute kann 
man auch Fremdgene einbauen und auf diese 
Weise transgene Tiere mit verbesserten Eigen- 
schaften erzeugen. 


Das Erzeugen transgener 
Tiere 


Hat man ein geeignetes Transgen zur Verfügung, 
kann man mittels Mikroinjektion in den Zellkern 
ein transgenes Tier erzeugen. Dabei geht man nor- 
malerweise folgendermaßen vor: 

1. Man injiziert das Transgen in befruchtete Eizellen 
(Zygoten) (Abb. 15.1). Direkt nach der Befruchtung 
enthält die Zygote ihren ursprünglichen weiblichen 
Zellkern plus den männlichen Zellkern aus dem 
erfolgreich eingedrungenen Spermium. Kurz dar- 
auf verschmelzen diese beiden Vorkerne (Pronu- 
clei). Bevor dies geschieht, injiziert man die DNA 
in den männlichen Vorkern, denn dieser ist größer 
und somit besser für die Mikroinjektion geeignet. 
Für eine solche Mikroinjektion benötigt man spe- 
zielle Hilfsmittel und viel Geschick. Die Erfolgsrate 
schwankt je nach Labor zwischen 5 % und 40 %. 

2. Während der ersten Teilungen der Embryonal- 
entwicklung wird die Eizelle in einer Zellkultur 
aufbewahrt. 

3. Anschließend wird der gentechnisch modifizierte 
Embryo in den Uterus eines weiblichen Tieres, 
der Amme, implantiert. Hier erfolgt dann die 
weitere Entwicklung zu Embryonen, und - sofern 
alles glatt verläuft - zu neugeborenen Tieren. 

4. Bei einem Teil der neugeborenen Tiere ist das 
Transgen stabil in ihr Chromosom integriert. Bei 
anderen hat es hingegen nicht funktioniert, und 
das Transgen ist verloren gegangen. Die Tiere, die 
das Transgen stabil eingebaut haben, bezeichnet 
man als Gründertiere. Durch Verpaarung eines 
männlichen und eines weiblichen Gründertieres 
kann man eine neue transgene Linie von Tieren 
gründen, die zwei Kopien des Transgens besitzen 
(Abb. 15.1). Man beachte, dass die Gründertiere 
selbst nur eine einzelne Kopie des Transgens auf 
einem Chromosom aufweisen und somit hetero- 
zygot für das Transgen sind. 


Verpaart man zwei solche Gründertiere miteinander, 
so werden 25 % der Nachkommen zwei Kopien des 
Transgens aufweisen und homozygot sein, 25 % wer- 
den keine Kopie des Transgens besitzen und die übri- 
gen 50 % nur eine Kopie. Den größten Nutzen bieten 
homozygote transgene Tiere, denn wenn man mit 
ihnen weiterzüchtet, werden sämtliche Nachkommen 
beide Kopien des Transgens erhalten. 

Der Zeitpunkt des Einbaus der injizierten DNA in 
den männlichen Vorkern ist einigen Schwankungen 
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15.1 Erzeugen transgener Tiere durch Mikroinjektion 
Um transgene Tiere zu erzeugen, führt man zunächst 

mit entnommenen Ei- und Spermienzellen eine in vitro- 
Fertilisation durch. Vor Verschmelzen der Vorkerne injiziert 
man in den männlichen Vorkern das Transgen. Der Embryo 
verbleibt noch für einige Teilungen in Kultur und wird dann 
in eine Maus implantiert. Diese „Amme“ wurde zuvor einer 
Hormonbehandlung unterzogen, damit sie den Embryo 
nicht abstößt und weiter austrägt. Die neugeborenen 
Nachkommen werden dann auf eine stabile Integration des 
Transgens untersucht. Gründermäuse besitzen nur eine 
Kopie des Transgens. 


unterworfen. In manchen Fällen wird die DNA mehr 
oder weniger sofort eingebaut, sodass sämtliche Zellen 
des daraus entstehenden Tieres das Transgen enthal- 
ten. Seltener erfolgen vor dem Einbau der DNA zu- 
nächst mehrere Zellteilungen. Dadurch entsteht dann 
eine Chimire, also ein Tier, bei dem einige Zellen das 
Transgen enthalten und andere nicht. Bisweilen wer- 
den auch mehrere Tandemkopien des Transgens in 
denselben Kern eingebaut. Da solche Konstrukte häu- 
fig instabil sind, werden die zusätzlichen Kopien im 
Laufe der folgenden Generationen oft wieder besei- 
tigt. Der Einbau der injizierten DNA in die Chromo- 
somen der Wirtszelle erfolgt nach dem Zufallsprinzip, 
oft einhergehend mit einer Umordnung der chromo- 
somalen DNA in der Umgebung. Das lässt darauf 
schließen, dass die DNA häufig an Stellen spontaner 
Chromosomenbrüche eingebaut wird. 


Transgene Tiere werden häufig durch Mikroinjek- 
tion von DNA in den Kern einer befruchteten Eizelle 
erzeugt. Aus derart modifizierten Eizellen hervor- 
gehende Gründertiere besitzen eine Kopie des 
Transgens. Um Tiere zu erhalten, die homozygot für 
das Transgen sind, muss man diese Gründertiere 
untereinander kreuzen. 


Größere Mäuse 
veranschaulichen die 
transgene Technologie 


Als klassisches Beispiel zur Veranschaulichung der 
transgenen Technologie erzeugte man durch den 
Einbau des Gens für das Wachstumshormon von 
Ratten größere Mäuse. Wachstumshormon oder So- 
matotropin besteht aus einem einzelnen Polypeptid, 
das von einem einzelnen Gen codiert wird. Im Jahr 
1982 klonierte man das Somatotropingen von Ratten 
und injizierte es in befruchtete Mauseizellen. Diese 
Eizellen implantierte man in Ammenmäuse, welche 
die genetisch modifizierten Mäuse austrugen. Diese 
transgenen Mäuse erreichten zwar nicht die Größe 
von Ratten, waren aber etwa doppelt so groß wie 
normale Mäuse. Zum ersten Mal wurde damit ein 
Gen, das von einem Tier auf ein anderes übertragen 
worden war, nicht nur stabil weitervererbt, sondern 
es funktionierte auch mehr oder weniger normal. 
Um das Somatotropingen der Ratte zu exprimie- 
ren, unterstellte man es der Kontrolle des Promotors 
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des nicht verwandten Mausgens für Metallothio- 
nein, das normalerweise in der Leber exprimiert wird 
(Abb. 15.2). Dadurch wurde das Ratten-Somatotro- 
pin nicht wie eigentlich für das Wachstumshormon 
üblich in der Hypophyse produziert, sondern in der 
Leber der transgenen Mäuse. Trotz dieser Produktion 
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15.2 Transgene Riesenmäuse 

Mittels eines DNA-Konstrukts, welches das Gen für So- 
matotropin von Ratten unter der Kontrolle des Metallo- 
thionein-Promotors der Maus enthielt, erzeugte man eine 
transgene Maus. Durch die Wirkung des Transgens wuchs 
die Maus auf das Doppelte der normalen Körpergröße an. 


Exkurs 15.1 


Im Trend: transgene Mäuse 


Genetisch modifizierte Mäuse sind der letzte Schrei und 
kommen immer wieder in die Schlagzeilen: 

Die „Marathon-Maus“ kann bis zu 1800 Meter lau- 
fen, bevor sie erschöpft ist, und damit doppelt so weit wie 
eine normale Maus. Zurückzuführen ist das auf einen akti- 
vierten Regulator - PPAR-delta - mehrerer an der Fettver- 
brennung und Muskelentwicklung beteiligter Gene. 

Der „Mighty Mouse“ fehlt durch gentechnische Mo- 
difikation das Protein Myostatin, welches das Wachstum 
der Muskeln verlangsamt. Infolgedessen kommt es zu 
einer enormen Muskelentwicklung. Es gibt einen bekann- 
ten menschlichen Fall eines Gendefekts, der zu einem 
Fehlen von Myostatin führte. Der im Jahr 2000 in Berlin 
geborene Junge hat doppelt so kräftige Muskeln wie an- 
dere Kinder seines Alters. 

Bei der „Fierce Mouse“, die außerordentliche Ag- 
gressivität zeigt, wurden beide Kopien des NR2E7-Gens 
deletiert (s. auch Kap. 19). 


am „falschen“ Ort erfüllte das Gen seine Funktion 
und ließ die Mäuse größer werden. Auch menschli- 
ches Somatotropin wurde in Mäusen exprimiert und 
führte ebenfalls zu einem Größenzuwachs. 

Die Größe hängt jedoch nicht ausschließlich vom 
Wachstumshormon ab. Durch defekte Wachstums- 
hormonrezeptoren wird das Wachstum zum Beispiel 
gehemmt. Die afrikanischen Pygmäen werden nur 
selten größer als 1,50 Meter, haben jedoch einen nor- 
malen Somatotropinspiegel. Offenbar sind bei den 
Pygmäen die Rezeptoren für das Wachstumshormon 
defekt. Diese binden das im Blut zirkulierende Soma- 
totropin normalerweise und sind erforderlich, damit 
das Hormon auf seine Zielgewebe einwirken kann. 
Minderwuchs bei Nicht-Pygmäen kann entweder auf 
Defekte bei der Produktion von Somatotropin zu- 
rückzuführen sein oder auf einen Mangel an entspre- 
chenden Rezeptoren. Durch Hormonmangel hervor- 
gerufener Minderwuchs wird heute mit rekombi- 
nantem humanem Somatotropin (rHST) behandelt. 
Minderwuchs aufgrund eines Mangels an Rezeptoren 
kann man bislang noch nicht erfolgreich behandeln. 


Bei einem der ersten transgenen Experimente injizierte 
man Mäusen das Gen für das Wachstumshormon von 
größeren Tieren. Exprimiert wurde es unter der Kont- 
rolle des Metallothionein-Promotors, sodass man die 
Expression durch Spuren von Zink auslösen konnte. 
Das führte zu einer Größenzunahme der Mäuse. 


Die „Smart Mouse“ zeichnet sich aufgrund geneti- 
scher Modifikation durch erhöhte Lernfähigkeit und ein 
besseres Gedächtnis aus. Sie besitzt zusätzliche Kopien 
des NR2B-Gens. Dieses codiert für den NMDA-Rezeptor 
in den Synapsen von Nervenzellen im Gehirn. 

Zu guter Letzt weist die K14-Noggin-Maus ein zusätz- 
liches Noggin-Gen von Hühnern auf. Die Männchen sind 
besonders dicht behaart und haben einen längeren Penis. 
Für diese 2004 erzeugte Maus gibt es bislang noch kei- 
nen offiziellen Spitznamen. 

Die höheren athletischen Fähigkeiten von Marathon- 
Maus und Mighty Mouse haben die Frage aufgeworfen, 
ob so auch Manipulationen an Menschen möglich seien 
- sogenanntes „Gendoping“ -, um bessere sportliche 
Leistungen zu erzielen. Mehr hierzu findet sich in Ka- 
pitel25 über Bioethik. Man stelle sich nur vor, welche 
Auswirkungen die Modifikationen der K14-Noggin-Maus 
haben könnten! 
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Produktion rekombinanter 
Proteine durch transgene 
Kühe 


Das Somatotropingen aus Kühen wurde kloniert und 
in Bakterien exprimiert. Dies ermöglicht die Pro- 
duktion großer Mengen dieses Hormons, das unter 
der Bezeichnung rBST (rekombinantes bovines So- 
matotropin) bekannt ist. In der Milchindustrie wird 
das rBST zur Steigerung der Milchleistung eingesetzt. 
Anders als bei den Mäusen bewirkt der Anstieg des 
Somatotropinspiegels bei erwachsenen Kühen durch 
zusätzliche Hormongaben eine erhöhte Milchpro- 
duktion statt einer Größenzunahme. Mittlerweile 
sind schon große Mengen Milch von hormonbehan- 
delten Kühen auf dem Markt. 


Promotor 


A 


Isolatorsequenz (schirmt das 
Konstrukt vor strangaufwärts 
liegenden Kontrollregionen ab) 


insertierte DNA 
ersetzt Exons 3-6 


Derzeit werden zur Produktion der meisten re- 
kombinanten Proteine, etwa humanes Insulin oder 
Somatotropin, Bakterien wie Escherichia coli kulti- 
viert. Die Herstellung solcher Produkte ist kostspie- 
lig und erfordert sehr gut ausgebildetes Personal. 
Billiger könnte es sein, diese Produkte in Rindern zu 
exprimieren. Milchkühe produzieren pro Jahr rund 
10000 Liter Milch, und die Industrie zu deren Trans- 
port und Verarbeitung ist bereits vorhanden. Dies 
macht man sich zunutze und produziert inzwischen 
mehrere rekombinante Proteine in der Milch trans- 
gener Kühe oder anderer landwirtschaftlicher Nutz- 
tiere. Dazu unterstellt man klonierte Gene der Kont- 
rolle einer Regulatorregion, die ausschließlich in den 
Milchdrüsen eine Genexpression zulässt. Deshalb er- 
scheint das Genprodukt in der Milch (Abb. 15.3). Zur 
Produktion von Proteinen für medizinische Zwecke 
in kleinerem Maßstab werden häufig Ziegen verwen- 


B-Casein-Gen der Ziege 


| Exons | 


A A 


3’-regulatorische 
Elemente 


15.3 Konstrukt zur Genexpression in der Milch transgener Ziegen 

Um ein rekombinantes Protein in Ziegenmilch zu exprimieren, baut man das interessierende Gen anstelle des Gens für 
B-Casein ein. Die Expression des Gens erfolgt mit dem endogenen Promotor und 3’-regulatorischen Elementen, welche 
die Expression von ß-Casein auf die Milch der Ziegen beschränken. Das Konstrukt enthält auch Isolatorsequenzen, die 
verhindern, dass andere regulatorische Elemente die Expression beeinflussen (s. weiter unten). 


Exkurs 15.2 


Umweltbewusster Schweinemist 


Mithilfe der Genetik lassen sich nicht nur Tiere verbessern, 
sondern auch tierische Abfallprodukte! An der Universität 
Guelph in Kanada wurde das sogenannte Enviropig™ ge- 
schaffen. In diese transgenen Schweine wurde das appA- 


Gen aus £. coli unter der Kontrolle des PSP-Promotors 
(für engl. parotid secretory protein) eingebaut. Dadurch 
sezernieren sie in ihren Speichel das Enzym Phytase (oder 
saure Phosphatase, das Produkt von appA). Dieses Enzym 
zersetzt Phytat (Inositolhexaphosphat, das normalerweise 
in den äußeren Schichten von Getreidekörnern enthalten 
ist), das Schweine ansonsten nicht verwerten können. 


Infolgedessen benötigen diese „umweltbewussten“ 
Schweine keine zusätzlichen Phosphatgaben in ihrem 
Futter. Noch viel wichtiger ist jedoch: Der Phosphorge- 
halt des Schweinemistes wird dadurch um nicht weniger 
als 60 % gesenkt. Das ist insofern von großer Bedeu- 
tung, als der Phosphateintrag aus der Landwirtschaft 
in Gewässern Algenblüten verursacht. Diese lassen den 
Sauerstoffgehalt des Wassers absinken und verursa- 
chen das Absterben von Fischen und anderen Wasser- 
organismen. 


410  Transgene Tiere 


det. So hat man beispielsweise transgene Ziegen er- 
zeugt, die den rekombinanten gewebespezifischen 
Plasminogenaktivator (rt-PA für engl. recombinant 
tissue plasminogen activator) produzieren; dieser wird 
zum Auflösen von Blutgerinnseln eingesetzt. 


Rekombinante Proteine können durch Expression 
der entsprechenden Gene in transgenen Rindern 
oder Ziegen hergestellt werden. 


Knockout-Mäuse für die 
medizinische Forschung 


Für genetische Untersuchungen von Erbkrankhei- 
ten und Krebs kommt transgenen Tieren, vor allem 
Mäusen, eine besondere Bedeutung zu. Hierbei ist 
man weniger daran interessiert, ein kloniertes Trans- 
gen einzubauen, als vielmehr die Funktion bereits 
vorhandener Gene zu ermitteln. Dazu wird das be- 
treffende Gen in der Regel inaktiviert oder „aus- 
geschaltet“, und anschließend schaut man, welche 
Defekte dies hervorruft. 

Dazu wird das Zielgen zunächst kloniert. Danach 
sorgt man durch Einbau einer DNA-Kassette in des- 
sen codierende Sequenz für eine Disruption des Gens. 
(Die meisten DNA-Kassetten enthalten zum einfa- 
chen Nachweis ein Antibiotikaresistenzgen.) Durch 
den eingebauten DNA-Abschnitt kann das Gen nicht 
mehr das richtige Proteinprodukt erzeugen und ver- 
liert somit seine Funktion. Diese inaktive Kopie des 
Gens wird dann mittels der bereits umrissenen Me- 
thode zum Einbau von Transgenen wieder in das Tier 
zurück übertragen. Bisweilen ersetzt diese neu einge- 
führte DNA mit dem deaktivierten Gen durch homo- 
loge Rekombination die vorhandene funktionsfähige 
Kopie des Gens. Auf diese Weise erhält man Gründer- 
mäuse mit einer Kopie des deaktivierten Gens. Kreuzt 
man diese untereinander, so entstehen Mäuse, bei 
denen beide Kopien des Gens deaktiviert sind. Diese 
Mäuse, denen diese Genfunktion völlig fehlt, bezeich- 
net man als Knockout-Mäuse (Abb. 15.4). Handelt es 
sich bei dem betreffenden Gen um ein lebensnotwen- 
diges, so haben die homozygoten Knockout-Mäuse 
meist nur eine sehr kurze Lebensdauer. 


Bei Knockout-Mäusen wurden ausgewählte Gene ge- 
zielt inaktiviert. In der Medizin werden diese Mäuse 
verbreitet zur Erforschung der Genfunktion eingesetzt. 
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15.4 Knockout-Mause 

Wie herkömmliche transgene Mäuse, so werden auch 
Knockout-Mäuse in vitro erzeugt. Das Zielgen wird kloniert 
und durch Einbau einer DNA-Kassette deaktiviert. Diese 
Schritte erfolgen normalerweise in Bakterien. Das fertige 
Konstrukt wird dann wahrend der Befruchtung durch Injek- 
tion in den männlichen Vorkern (oder durch andere, später 
erläuterte Methoden) in die Maus zurück überführt. Nach 
Geburt der transgenen Nachkommen kreuzt man zwei 
Heterozygote und erzeugt dadurch homozygote Knockout- 
Mäuse. An diesen kann man untersuchen, welche Defekte 
die Inaktivierung des Zielgens hervorgerufen hat. 
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Alternative Methoden zur 
Produktion von transgenen 
Tieren 


Neben der Mikroinjektion, der ersten und nach wie 
vor am häufigsten angewandten Methoden zum Er- 
zeugen transgener Tiere, gibt es noch verschiedene 
andere Alternativen. Wie in Kapitel 17 erläutert wird, 
schleust man in der Gentherapie mittels modifizier- 
ter Retroviren DNA in die Chromosomen tierischer 
Zellen ein. Retroviren können auch Zellen früher 
Embryonalstadien infizieren, beispielsweise embry- 
onale Stammzellen (s. weiter unten). Mit Retroviren 
als Vektoren könnte man also Transgene einbauen. 

Die Verwendung eines Retrovirus hat den Vorteil, 
dass nur eine einzelne Kopie des Retrovirus plus das 
Transgen in das Genom eingebaut wird. Zudem be- 
nötigt man hierbei nicht die speziellen Fähigkeiten, 
die für die Mikroinjektion nötig sind. Man fügt der 
befruchteten Eizelle das Retrovirus mit dem Trans- 
genkonstrukt zu und lässt eine normale Infektion 
ablaufen. Danach transplantiert man die Eizelle in 
eine scheinschwangere weibliche Maus. Das weitere 
Vorgehen gleicht dem bereits beschriebenen. 

Nachteilig ist, dass zusammen mit dem Transgen 
Virus-DNA eingebaut wird und dass Retroviren nur 
begrenzte Mengen DNA übertragen können. Zudem 
sind mithilfe von Retroviren erzeugte Gründertiere 
stets Chimären, da der Einbau des Virus nicht ge- 
nau zum Zeitpunkt der Verschmelzung der Kerne 
erfolgt. Aus diesem Grund werden Retroviren nur 
selten eingesetzt, wenn man vollständig transgene 
Tiere erzeugen möchte. Andererseits sind auch teil- 
weise transgene Tiere, von denen einige Abschnitte 
oder Gewebe verändert sind, von Nutzen, weil man 
die transgenen Gewebe mit den normalen Geweben 
desselben Tieres vergleichen kann. Damit lassen sich 
Zweifel beseitigen, ob die verursachten Defekte oder 
Veränderungen lediglich auf Unterschiede zwischen 
den Tieren oder tatsächlich auf die Expression des 
Transgens zurückzuführen sind. 

Mithilfe von embryonalen Stammzellen kann 
man ebenfalls transgene Tiere erzeugen. Stammzel- 
len sind die Vorläuferzellen bestimmter Gewebe des 
Körpers. Embryonale Stammzellen entstammen der 
Blastocyste, einem sehr frühen Embryonalstadium. 
Sie sind in der Lage, sich zu jeglichem Körpergewebe 
zu differenzieren, auch zu Zellen der Keimbahn. Man 
kann embryonale Stammzellen kultivieren und wie bei 
jeder anderen kultivierten Zelllinie DNA einbauen. 


Um erfolgreich transgene Tiere erzeugen zu können, 
muss man die embryonalen Stammzellen in einem 
Zustand halten, der eine Differenzierung verhindert. 

Die modifizierten Stammzellen kann man dann 
in den zentralen Hohlraum eines frühen Embryos 
im Blastocystenstadium überführen (Abb. 15.5). Da- 
durch entsteht ein gemischter Embryo. Das Tier, das 
sich daraus entwickelt, ist eine genetische Chimäre 
und besteht teils aus transgenem und teils aus nor- 
malem Gewebe. 

Stammen Wirtsembryo und die embryonalen 
Stammzellen von unterschiedlichen genetischen 
Linien mit verschiedener Fellfärbung, so entstehen 
Tiere mit einem Fleckenmuster. Dadurch kann man 
die transgenen Bereiche des Tieres leicht identifi- 
zieren. Diese Chimäre, das Gründertier, muss man 
dann mit einem Tier vom Wildtyp kreuzen. Haben 
die embryonalen Stammzellen zur Keimbahn bei- 
getragen, so wird das Farbmerkmal dieser Zelllinie 
auf die Nachkommen übertragen. Bei Mäusen ver- 
wendet man häufig die Fellfarben Schwarz (rezessiv) 
und Aguti (graubraun; dominant). Die embryona- 
len Stammzellen entnimmt man gewöhnlich von der 
Aguti-Linie, weil sich durch die dominante Fellfarbe 
die transgenen Zelllinien leicht verfolgen lassen. So- 
wohl für die embryonalen Stammzellen als auch für 
die Wirtsembryonen nimmt man in der Regel Männ- 
chen, weil die daraus hervorgehenden männlichen 
Chimären bei der Kreuzung mit Wildtypweibchen 
zahlreiche Nachkommen zeugen können. 


Transgene Tiere lassen sich durch unterschiedliche 
Methoden erzeugen. Beispielsweise kann man 
Retroviren als Vektoren verwenden, die sich in die 
Wirtschromosomen einbauen. Oder man modifiziert 
embryonale Stammzellen in Zellkultur und überführt 
sie dann zurück in ein frühes Embryonalstadium. 


Positionseffekte bei der 
Expression von Transgenen 


Häufig zeigen transgene Tiere (oder Pflanzen), in die 
das gleiche Transgen eingebaut wurde, beträchtliche 
Unterschiede in der Genexpression. Die Expression 
kann sowohl im Umfang als auch bezüglich des Ex- 
pressionsmusters in verschiedenen Geweben variie- 
ren. Viele dieser Auswirkungen sind auf die Position 
des Transgens zurückzuführen. Auf die Expression 
eines eingebauten Transgens können sich sämtliche 
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regulatorischen Elemente auswirken, die sich in der 
näheren Umgebung auf dem Chromosom des Wirts- 
tieres befinden. Besonders Enhancer-Sequenzen 
wirken auch noch über größere Entfernungen und 
beeinflussen die Expression aller in der Nähe einge- 


Schritt 1 
Herstellung eines DNA-Konstrukts 


Schritt 2 
Mikroinjektion der DNA in 
eine embryonale Stammzelle 


bauten Transgene. Ebenso wichtig ist der physikali- 
sche Zustand der DNA. Wird das Transgen in eine 
Region eingebaut, die überwiegend aus Heterochro- 
matin besteht, so wird das Transgen nur schwach 
oder überhaupt nicht exprimiert werden. In solchen 
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Schritt 4 
Überführen der Stammzellen 
in frühes Embryonalstadium 


Blastocyste 
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15.5 Verwendung embryonaler Stammzellen 


Um mittels embryonaler Stammzellen transgene Tiere zu erzeugen, muss man das Transgen zunächst in diese Stammzel- 
len einbauen. Die hier abgebildeten Stammzellen stammen von einer Aguti-Maus mit graubraunem Fell. Die Stammzellen 
werden mit dem Transgen transformiert, welches durch homologe Rekombination eingebaut wird. Anschließend injiziert 
man die Stammzellen in ein frühes Embryonalstadium (die Blastocyste) einer weißen Maus. Dieser Embryo wird dann in 
ein scheinschwangeres Mäuseweibchen implantiert. Bei den entstehenden Nachkommen handelt es sich um Chimären, 
weil die Mehrzahl der Zellen der injizierten Blastocyste normal sind. Die Chimären tragen ein weißes Fell mit graubraunen 
Flecken, die von den injizierten Stammzellen herrühren. Kreuzt man männliche Chimären mit einem weißen Weibchen, so 
haben alle vollständig graubraunen (Aguti-) Nachkommen das Transgen in ihrer Keimbahn eingebaut. 
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Regionen ist die DNA dicht gepackt, oft methyliert, 
von nichtacetylierten Histonen umgeben und wird 
folglich in der Regel nicht transkribiert. 

Die Existenz solcher Positionseffekte konnte ex- 
perimentell bestätigt werden. Dazu extrahierte man 
die transgene DNA aus einem transgenen Tier, bei 
dem das Transgen nicht exprimiert worden war. Mit 
dieser DNA erzeugte man dann eine weitere Linie 
transgener Tiere. Zeigen einige der neuen transge- 
nen Tiere eine Expression des Transgens, so beweist 
das, dass das Gen selbst intakt ist. Die Grund dafür, 
dass das Gen in dem ursprünglichen Wirtstier nicht 


exprimiert wurde, war auf seine Position zurückzu- 
führen (Abb. 15.6). 


Die Position eines Transgens kann erhebliche Aus- 
wirkungen auf seine Expression haben. 
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15.6 Ausbleibende Expression aufgrund der Posi- 
tion eines Transgens 

Um ein transgenes Tier zu erzeugen, baute man in dessen 
Genom DNA mit einem Transgen ein. In diesem Fall er- 
folgte der Einbau der DNA in eine Region aus Heterochro- 
matin. Zwar erhielt man auf diese Weise transgene Tiere, 
aber das Transgen wurde nicht exprimiert. Daher isolierte 
man die DNA und erzeugte damit ein weiteres transgenes 
Tier. In diesem zweiten Tier wurde das Transgen expri- 
miert. Dies zeigt, dass es auch im ersten transgenen Tier 
intakt war. Aufgrund eines Einbaus an einer anderen Stelle 
muss ein Positionseffekt die Ursache dafür gewesen sein, 
dass es im ersten Fall nicht exprimiert wurde. 


Konkurrierende Positions- 
effekte bei der Expression 
von Transgenen 


Vermeiden lassen sich Positionseffekte durch ei- 

nen zielgerichteten Einbau des Transgens an einer 

bestimmten Stelle (s. weiter unten). Als alternative 

Möglichkeit kann man auch geeignete regulatori- 

sche Elemente in das Transgenkonstrukt selbst ein- 

bauen. 

1. Dominante Kontrollelemente. Einige regulatori- 
sche Sequenzen kontrollieren in der Umgebung 
liegende Gene oder Gencluster auf dominante 
Weise. So bewirkt beispielsweise die vor dem 
Gencluster für $-Globin liegende Locuskont- 
rollregion (LCR, engl. locus control region) eine 
hohe Expression (Abb. 15.7). Dabei ist zu beach- 
ten, dass sich die LCR von den einzelnen Promo- 
toren unterscheidet und sich auf mehrere zusam- 
mengruppierte Gene auswirkt. LCR-Sequenzen 
sind dominant über sämtliche anderen in der 
Umgebung liegenden regulatorischen Sequenzen 
und bewirken somit eine positionsunabhängige 
Expression. Man hofft, durch den Einbau sol- 
cher LCR-Sequenzen vor einem Transgen, unab- 
hängig von dessen Position auf dem Chromo- 
som, ein hohes Maß an Expression erreichen zu 
können. 

2. Isolatorsequenzen oder Grenzelemente. Diese 
Sequenzen blockieren die Aktivität anderer regu- 
latorischer Elemente. Wird ein Gen von zwei 
Isolatorsequenzen flankiert, so ist es vor den Aus- 
wirkungen sämtlicher regulatorischer Elemente 
geschützt, die außerhalb der Isolatoren liegen 
(Abb. 15.8). Auf diese Weise kann man Transge- 
ne vor Positionseffekten schützen, indem man 
in das Transgenkonstrukt Isolatorsequenzen mit 
einbaut. Von Isolatoren flankierte Transgene bil- 
den wahrscheinlich unabhängige DNA-Schleifen 
unter Ausschluss von Heterochromatin. 

3. Verwendung natürlicher Transgene. Die meisten 
Transgene bestehen in WirklichkeitauscDNA und 
unterscheiden sich daher von der ursprünglichen 
Wildtypversion des Gens durch das Fehlen von 
Introns. Darüber hinaus unterstehen die meisten 
Transgene der Kontrolle viraler oder künstlicher 
Promotoren, die kürzer und besser handhabbar 
sind als die natürlichen Promotoren des Original- 
gens. Dennoch erweisen sich natürliche, in voller 
Länge eingebaute eukaryotische Gene häufig als 


414  Transgene Tiere 


resistenter gegen Positionseffekte als die verkürz- 
ten gentechnisch hergestellten Versionen. Dies 
gilt insbesondere dann, wenn strangaufwarts und 
-abwärts liegende Kontrollelemente mit übertra- 
gen werden. 


Komplette Gene von Tieren zu klonieren und zu ma- 
nipulieren ist aufgrund der außerordentlichen Länge 
der DNA-Abschnitte nicht so einfach. Dennoch ist 
es möglich, solche Gene auf künstliche Chromo- 
somen (s. Kap.3) zu übertragen. In einigen Fällen 
ist es gelungen, mit Transgenen natürlicher Länge, 
die sich auf künstlichen Hefechromosomen (YAC, 


hypersensitive Stellen 


Vy ANN 


engl. yeast artificial chromosomes) befanden, trans- 
gene Tiere zu erzeugen. Mit Transgenen auf Basis 
von künstlichen Hefechromosomen hat man regu- 
latorische Elemente erforscht, die sich über große 
Entfernungen auswirken. Außerdem hat man mit ih- 
nen vollständige Gene für humanisierte monoklonale 
Antikörper auf Mäuse übertragen (s. Kap. 6). 


Durch weitere gentechnische Eingriffe kann man 
Transgene vor Positionseffekten schützen. Dazu 

baut man in der Regel in der Nähe des Transgens 
ein entsprechendes regulatorisches Element ein. 
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15.7 Locuskontrollregion (LCR) 


Strukturgene des ß-Globinclusters 


Die LCR des Genclusters für ß-Globin erhöht die Expression aller fünf Gene des Clusters. Diese Kontrollregion befindet 
sich außerhalb der einzelnen Promotoren. Die LCR umfasst fünf DNase I-hypersensitive Stellen mit mehreren Consensus- 


sequenzen für die Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren. 
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15.8 Schutz eines Gens durch Isolatorsequenzen 


eingebautes Transgen 


| Transkription 


Isolatorsequenz 
regulatorische 


Sequenzen 


-=--> EEE) CIE 


blockierte 
Signale 


Flankierend zu einem Transgen eingebaute Isolatorsequenzen schützen das Transgen vor regulatorischen Elementen, die 


außerhalb der Isolatoren liegen. 
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Zielgerichteter Einbau 
des Transgens an einer 
bestimmten Stelle innerhalb der 


homologen Abschnitte 
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Der zielgerichtete Einbau eines Transgens an einer 
bestimmten Position im Wirtschromosom erfordert 


, 
eine homologe Rekombination - im Gegensatz zum a 

zufälligen Einbau, der gewöhnlich mit injizierter DNA —— l __—_— 
erfolgt. Aus mehreren Gründen kann es wünschens- Wintsehromacorn 

wert sein, ein Transgen an einer ganz bestimmten 

Stelle einzubauen. Erstens wirkt sich die Position eines Crossing-over 


Transgens in einem Chromosom, wie gerade erläutert, 
häufig auf dessen Expression aus. Zweitens handelt —=—it-t t- — 
es sich bei dem Transgen nicht zwangsläufig um ein 
neues Gen. Manchmal hat ein gentechnischer Eingriff 
auch zum Ziel, die Originalversion eines bestimmten 
Gens durch eine veränderte Version zu ersetzen. In 
diesem Fall ist es natürlich vorzuziehen, dass das Gen Linearisierung außerhalb 
an derselben Stelle und unter derselben Regulation na ln 
eingebaut wird wie das Gen, das ersetzt werden soll. y 

Die Methode des sogenannten Gen-Targeting be- 
ruht auf homologer Rekombination; für den zielge- 
richteten Einbau werden spezielle Targeting-Vektoren 
konstruiert. Die einzubauende DNA wird von Sequen- 


b Austausch 


Selektions- 
# marker 


Transgen 


zen flankiert, die homolog zu denen an der Zielposi- x w 

tion sind. Targeting-Vektoren kann man unterteilen _— 
in solche, mit denen neue DNA eingebaut werden Wirtschromosorn m assutauschendes 

soll, und in solche, mit denen DNA ersetzt werden Gen 


soll (Abb. 15.9). Oft werden die Targeting-Vektoren 
erst kurz vor der Transformation der DNA in die Zelle 
linearisiert, weil dies eine effizientere Rekombination 
begünstigt. Selektieren kann man den Einbau des er- 
forderlichen DNA-Abschnitts durch Antibiotika oder 
eine andere Form der positiven Selektion. 


Crossing-over 
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15.9 Targeting-Vektoren beruhen auf homologer 


Targeting-Vektoren bauen Transgene mittels homo- Rekombination 
loger Rekombination an bestimmten Stellen des a Mithilfe von Targeting-Vektoren kann man ein Transgen 
Wirtsgenoms ein. an einer bestimmten Stelle in ein Wirtschromosom ein- 


bauen. Der Vektor enthält zu denen an der Insertionsstelle 
im Wirtschromosom (rosa) homologe Sequenzen (blau). 
Der linearisierte Vektor bewirkt ein einzelnes Crossing- 
over, wodurch das Transgen und der Selektionsmarker 


Gezielte Kontrolle der in das Wirtschromosom eingebaut werden. b Manche 


. Targeting-Vektoren begünstigen den Austausch von Ge- 
Exp ressıon von Transgenen nen. Bei diesen Vektoren ist das Transgen von zwei sepa- 


raten Regionen flankiert, die homolog zu Abschnitten des 


In vielen Fall 7 hilfreich, die E : ; Wirtschromosoms sind. Wenn der linearisierte Vektor in 
Be ee en den Zellkern gelangt, richten sich die homologen Regionen 


nes Transgens zu kontrollieren. Für die industrielle aneinander aus, und auf jeder Seite des Transgens erfolgt 
Produktion eines Proteinprodukts ist es in der Re- ein Crossing-over. Dadurch wird das Wirtsgen durch das 
gel vorzuziehen, dass das Transgen in großen Men- Transgen und den Selektionsmarker ersetzt. 
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gen exprimiert wird. Das ist jedoch nicht immer 
der Fall - einige Proteine sind in hohen Mengen 
toxisch; daher muss ihre Genexpression beim Er- 
zeugen transgener Tiere niedrig gehalten werden. 
Werden die Transgene jedoch für Funktionsanalysen 
verwendet, so ist es gewiss von Vorteil, wenn man 
die Genexpression nach Bedarf an- oder abschalten 
kann. Besonders wichtig ist dies bei solchen Genen, 
die normalerweise nur in bestimmten Zelllinien oder 
Entwicklungsstadien exprimiert werden. Zur Kont- 
rolle von Transgenen stehen unterschiedliche Mög- 
lichkeiten zur Verfügung. 


Induzierbare endogene 
Promotoren 


Bei den ersten transgenen Konstrukten verwende- 
te man häufig natürliche Promotoren des Wirtstie- 
res (also endogene Promotoren), die auf bestimmte 
Reize reagieren. So unterstellte man beispielsweise 
das Gen für das Wachstumshormon der Ratte beim 
Einbau in Mäuse der Kontrolle des Metallothionein- 
Promotors der Maus. Dieser Promotor wird durch 
Schwermetalle wie Blei, Cadmium oder Zink indu- 
ziert. In der Praxis verwendet man zur Induktion 
das am wenigsten toxische dieser Metalle, Zink, aber 
selbst dann ergeben sich Probleme mit der Toxizität, 
wenn eine kontinuierliche Induktion über einen län- 
geren Zeitraum erforderlich ist. 

Der Hitzeschockpromotor des HPS70-Gens von 
Drosophila ist ein weiteres Beispiel für einen natür- 
lichen Promotor, der zur einer erhöhten Expression 
von Transgenen verwendet wird. In diesem Fall ist 
der Promotor bei Raumtemperatur inaktiv; der indu- 
zierende Reiz ist eine Temperaturerhöhung auf 37°C. 

Solche einfachen induzierbaren Promotoren ha- 
ben einige Nachteile. Erstens erfolgt häufig selbst 
ohne den induzierenden Reiz eine signifikante Ex- 
pression, und die Schwelle für die Induktion ist oft 
gering. Zweitens treten häufig toxische Nebenwir- 
kungen auf. Diese sind möglicherweise direkt auf den 
induzierenden Reiz zurückzuführen (z.B. Zink, hohe 
Temperaturen) oder werden durch die Induktion an- 
derer natürlicher Gene verursacht, die auf denselben 
Reiz reagieren. Drittens kann es auch vorkommen, 
dass der induzierende Reiz nur langsam aufgenom- 
men wird und/oder nur in manche Gewebe des 
Organismus vordringt. Einige dieser Probleme lassen 
sich vermeiden, indem man fremde oder künstlich 
konstruierte Promotoren verwendet. 


Rekombinante Promotorsysteme 


Zur Kontrolle von Transgenen in Tieren und Pflan- 
zen hat man bakterielle Repressoren wie den Lacl- 
Repressor und TetR-Repressor verwendet. Zur Ver- 
wendung in transgenen Tieren muss das lac-System, 
wie in Abbildung 15.10 veranschaulicht, modifiziert 
werden. Codiert wird der LacI-Repressor durch das 
lacI-Gen. Dieses wird durch Hinzufügen eines Promo- 
tors des Rous-Sarkom-Virus (RSV) modifiziert, was 
die Expression in tierischen Zellen gewährleistet. Ein 
weiterer Promotor eines tierischen Virus, von SV40 
(Simian Virus 40), kontrolliert das Transgen. In diesen 
Promotor wird zusätzlich eine lacO-Operatorsequenz 
eingebaut. Der Lacl-Repressor bindet an die Operator- 
sequenz und verhindert die Expression des Transgens 
über den SV40-Promotor (s. Abb. 15.10). Bei Zugabe 
von IPTG bindet das LacI-Protein an IPTG und wird 
von der Operatorsequenz abgelöst. Somit wird durch 
IPTG die Expression des Transgens induziert. 
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15.10 Lacl-Kontrolle eines Transgens 

Der Promotor eines Rous-Sarkom-Virus (RSV) aktiviert 
die Transkription des /ac/-Gens. Bei Expression des 
Konstrukts in einem transgenen Tier wird Lacl-Protein 
produziert. Der Lacl-Repressor bindet an die Operatorse- 
quenz strangaufwarts des Transgens und blockiert dessen 
Expression. Gibt man den Induktor IPTG hinzu, so bindet 
er an Lacl, das sich daraufhin von der Operatorsequenz 
ablost. Nun wird die Transkription des Transgens durch 
den SV40-Promotor aktiviert. 
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Das tet-System funktioniert in ähnlicher Weise wie 
das lac-System. Das tet-Operon verleiht Resistenz ge- 
genüber dem Antibiotikum Tetracyclin. (In der Regel 
liegt es als Teil eines Transposons vor, z.B. des Tn10- 
Transposons von E. coli.) Das TetR-Repressorprotein 
bindet an eine Operatorsequenz und verhindert so 
die Expression der Tetracyclinresistenzgene. Ist Te- 
tracyclin anwesend, bindet es an das TetR-Protein, 
das dadurch von der DNA abgelöst wird. Folglich 
wird das tet-Operon durch Tetracyclin induziert. Bei 
höheren Organismen kann das tet-System ähnlich wie 
das lac-System verwendet werden. Das Transgen hat 
in seinen Promotor eine tetO-Operatorsequenz einge- 
baut und wird dann durch Tetracyclin induziert. 

Sowohl das lac- als auch das tet-System funktio- 
nieren in eukaryotischen Zellen gut. Beide zeichnen 
sich durch eine geringe Hintergrundexpression und 
eine hohe Induktionsrate aus. Insbesondere das tet- 
System kann eine bis zu 500-fache Induktion erbrin- 
gen. Ein Problem ist die Notwendigkeit einer kon- 
stant hohen Expression von Lacl- beziehungsweise 
TetR-Protein. Diese bakteriellen DNA-bindenden 
Proteine können auf eukaryotische Zellen in hoher 
Konzentration toxisch wirken. 

Deshalb hat man das tet-System so modifiziert, 
dass es keine großen Mengen an TetR-Protein benötigt. 
Durch Fusion von TetR-Protein mit eukaryotischen 
Transkriptionsfaktoren erhält man hybride Aktivator- 
proteine. So hat man beispielsweise das VP16-Aktiva- 
torprotein des Herpes-simplex-Virus (HSV) an TetR 
gebunden. Wenn das hybride TetR-VP16-Protein an 
die DNA bindet, erkennt es die tetO-Operatorsequenz 
(Abb. 15.11). In der gebundenen Form bewirkt es je- 
doch keine Repression, sondern eine Aktivierung, weil 
die VP16-Domäne die Transkription aktiviert. Somit 
fungiert die TetR-Erkennungssequenz nun als positive 
Regulationssequenz. Bei Zugabe von Tetracyclin wird 
das TetR-VP16-Protein von der DNA abgelöst und das 
Gen nun nicht mehr exprimiert. Hier verhindert die 
Zugabe von Tetracyclin also die Genexpression. Mit 
diesem System kann man eine bis zu 100000-fache 
Induktion erreichen, und die Hintergrundexpression 
ist bei abgeschaltetem Gen extrem niedrig. 

Eine weitere Verbesserung ergibt sich durch 
Verwendung eines mutierten TetR-Proteins, dessen 
DNA-Bindungsverhalten umgekehrt wurde. Dadurch 
bindet es in Anwesenheit von Tetracyclin an DNA 
und wird in dessen Abwesenheit freigesetzt. Infolge- 
dessen aktivieren mit dieser Version von TetR herge- 
stellte hybride Aktivatorproteine das Zielgen in An- 
wesenheit von Tetracyclin. Man spricht in diesem Fall 
vom reversen tet-Transaktivatorsystem (Abb. 15.12). 
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15.11 Hybride TetR-VP 16-Transaktivatorsysteme 
Ein aus TetR und VP 16 hergestelltes Hybridprotein 
kontrolliert die Transkription eines Transgens. Das Hyb- 
ridprotein bindet an die TetR-Operatorsequenz, und die 
VP16-Domäne aktiviert die Transkription. Bei Zugabe von 
Tetracyclin bindet die TetR-Domäne an dieses und wird 
von der tetO-Sequenz abgelöst. Somit inhibiert Tetracyclin 
die Expression des Transgens. 


Man hat Plasmid- und Virusvektoren konstruiert, mit 
denen sich sämtliche Komponenten dieses Systems 
einschließlich des klonierten Transgens gemeinsam in 
das Genom des Tieres einbauen lassen. 


Transgenregulation über 
Steroidrezeptoren 


Bei Molekülen wie Tetracyclin kann es sich als pro- 
blematisch erweisen, dass sie häufig in verschiedene 
Gewebe in unterschiedlicher Weise eindringen. Stero- 
idhormone sind lipophil und durchdringen Zellmem- 
branen folglich rasch. Im Innern der Zelle binden die 
Steroide an Rezeptorproteine, die wiederum direkt an 
die DNA binden und die Genexpression regulieren. 
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15.12 Reverses TetR-VP16-Transaktivatorsystem 
Das reverse TetR-VP 16-Hybridprotein bindet nur in Anwe- 
senheit von Tetracyclin an tetO. Im Gegensatz zum vorhe- 
rigen Fall (s. Abb. 15.11) wird das Transgen daher nur bei 
Vorhandensein von Tetracyclin exprimiert. 


Da sich Steroide auch innerhalb weniger Stunden 
eliminieren lassen, eignen sie sich ausgezeichnet als 
Molekiile zur Induktion von Transgenen. 

Hierbei stellt sich das Problem, die Induktion 
anderer Gene zu vermeiden, die auf Steroide regie- 
ren. Dies gelingt unter anderem durch die Verwen- 
dung von Steroiden, die nicht natiirlich im Wirtstier 
vorkommen. So kann man beispielsweise das Ste- 
roid Ecdyson aus Insekten in transgenen Säugetie- 
ren verwenden und umgekehrt Glucocorticoidhor- 
mone von Säugetieren bei transgenen Insekten oder 
Pflanzen. Allerdings muss man das Bindungsprotein 
für das gewählte Hormon ebenfalls zur Verfügung 
stellen. Eine Erkennungssequenz für dieses Pro- 
tein wird strangaufwärts des Zieltransgens platziert 
(Abb. 15.13). Das führt dazu, dass bei Zugabe des 
Steroids das Transgen induziert wird. 
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15.13 Aktivierung von Transgenen durch Steroid- 
hormone 

Bei manchen transgenen Tieren steht das Transgen unter 
der Kontrolle eines Steroid-regulierten Promotors. Wird 
das Tier mit Steroiden behandelt, diffundiert das Steroid 
durch die Zellmembran und bindet an seinen Rezeptor im 
Cytoplasma. Der Steroid-Rezeptor-Komplex dringt dann in 
den Zellkern ein, bindet dort an den Transgen-Promotor 
und schaltet die Transkription des Transgens an. 


Um bessere Reaktionen zu erzielen, hat man ver- 
änderte und/oder hybride Steroidrezeptoren ver- 
wendet. Ein kurioses Beispiel ist die Verwendung ei- 
ner mutierten Version des Progesteronrezeptors von 
Säugetieren. Die mutierte Version kann kein Proges- 
teron mehr binden, bindet jedoch nach wie vor den 
Antagonisten RU486 (den aktiven Bestandteil der 
Abtreibungspille). Wenn man RU486 als Induktor 
verwendet, ist die benötigte Konzentration 100-mal 
geringer als diejenige, die für eine Abtreibung erfor- 
derlich ist. Beim Einsatz dieses Rezeptors kommt es 
nicht zu Wechselwirkungen mit endogenen Steroi- 
den, und eine Behandlung mit RU486 löst bei den 
transgenen Tieren auch keinen Abort aus. 


Transgene können durch verschiedene Kontroll- 
systeme künstlich reguliert werden. Häufig werden 
modifizierte Versionen des bakteriellen /ac- und tet- 
Regulators verwendet. 
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Regulation durch sequenz- 
spezifische Rekombination 
mit Cre oder Flp 


Als weitere Möglichkeit zur Kontrolle der Expres- 
sion eines Transgens bietet sich die sequenzspezifi- 
sche Rekombination an. Bei dieser Methode werden 

DNA-Abschnitte physikalisch entfernt oder inver- 

tiert, um eine Aktivierung des Gens zu erreichen. 

Diese Manipulationen an der DNA erfolgen nach 

dem erfolgreichen Einbau der DNA mit dem Trans- 

gen (und den zugehörigen Sequenzen) in die Keim- 
bahnchromosomen eines Wirtstieres. 

Für eine sequenzspezifische Rekombination müs- 
sen bestimmte kurze Sequenzen von DNA-binden- 
den Proteinen erkannt werden. Daraufhin erfolgt 
eine Rekombination zwischen zwei der Erkennungs- 
sequenzen. Bei einigen Systemen zur sequenzspe- 
zifischen Rekombination sind für Erkennung und 
Crossing-over mehrere Proteine erforderlich. Bei an- 
deren muss nur ein einzelnes Protein an die beiden 
Erkennungssequenzen binden und diese rekombi- 
nieren. Für gentechnische Eingriffe eignen sich diese 
natürlich weitaus besser. 

Zwei solche Rekombinasesysteme wurden häufig 
verwendet: die Cre-Rekombinase aus dem Bakteri- 
envirus Pl und die Flp-Rekombinase (Flippase) aus 
dem 2-um-Plasmid von Hefe. Sowohl Cre als auch 
Flp erkennen Sequenzen aus 34 Basenpaaren (die 
unter den Bezeichnungen loxP beziehungsweise FRT 
bekannt sind). Diese bestehen aus je 13 Basenpaaren 
invertierter Sequenzwiederholungen, die einen zent- 
ralen Kern aus 8 Basenpaaren flankieren. 

Die Verwendung des Cre/loxP-Systems bei Pflan- 
zen, zur Deletion unerwünschter DNA-Segmente 
nach Einbau transgener DNA, wurde bereits in Ka- 
pitel 14 beschrieben. Ähnliche Manipulationen kann 
man mithilfe von Cre/loxP oder Flp/FRT auch bei Tie- 
ren durchführen. Um unerwünschte DNA-Abschnitte 
gezielt entfernen zu können, sollten diese von loxP- 
oder FRT-Sequenzen flankiert werden (Abb. 15.14). 
(Von zwei loxP-Sequenzen flankierte Abschnitte be- 
zeichnet man bisweilen als „gefloxt“.) Diese Methode 
kann zu verschiedenen Zwecken eingesetzt werden; 
einige davon sind im Folgenden zusammengefasst: 

1. Entfernen von Selektionsmarkern. Nach dem 
erfolgreichen Einbau der transgenen DNA werden 
das zur Selektion dienende Antibiotikaresistenz- 
gen und/oder das zum Screening dienende Repor- 
tergen nicht mehr benötigt. Werden sie von loxP- 
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15.14 Sequenzspezifische Deletionen bei trans- 
genen Tieren 

Zunächst müssen flankierend zu der Sequenz, die deletiert 
werden soll, zwei /oxP-Sequenzen in die DNA eingebaut 
werden. Wird Cre-Rekombinase aktiviert, rekombiniert sie 
die beiden /oxP-Sequenzen und eliminiert den dazwischen 
liegenden DNA-Abschnitt. 


oder FRT-Sequenzen umschlossen, so kann man 
sie entfernen, sodass der transgene Organismus 
nur noch das eigentliche Transgen enthält (plus 
eine einzelne Kopie der loxP- oder FRT-Sequenz). 

2. Aktivierung des Transgens. Hierbei wird in 
das originale Transgenkonstrukt zwischen dem 
Promotor und dem Transgen eine blockieren- 
de Sequenz eingebaut. Diese ist flankiert von 
den loxP- oder FRT-Sequenzen. Nach Einbau der 
DNA wird die blockierende Sequenz durch Cre- 
oder Flp-Rekombinase entfernt und das Transgen 
so aktiviert. 

3. Modifikation von Chromosomen in vivo. In gro- 
Bem Maßstab kann man Deletionen oder Neu- 
ordnungen eukaryotischer Chromosomen in vivo 
mithilfe des Cre/loxP-Systems erzeugen. Dazu 
werden durch zwei DNA-Insertionen an getrenn- 
ten, spezifischen Stellen zwei loxP-Sequenzen ein- 
gebaut. Anschließend wird die Cre-Rekombinase 
aktiviert und die Deletionen erzeugt. 
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4. Erzeugen konditioneller Knockout-Mutanten. 
Man kann Transgenkonstrukte so erzeugen, dass 
ein bestimmtes Gen in vivo deletiert werden kann. 
Dazu baut man in der Regel in die Introns, die 
ein essenzielles Exon des Zielgens flankieren, 
zwei loxP-Sequenzen ein. Durch Rekombination 
wird das Exon entfernt und das Zielgen inakti- 
viert. Dadurch kann man Gene erforschen, deren 
Knockout-Mutationen im embryonalen Stadium 
letal sind. Man lässt das Tier zunächst zum adul- 
ten Tier heranwachsen, bevor die Rekombinase 
aktiviert und so der Knockout erzeugt wird. 


Bei Verwendung dieser Rekombinasesysteme sind die 

Erkennungssequenzen in den Transgenkonstrukten 

enthalten. Später wird die Rekombinase selbst durch 

eine der folgenden drei Methoden bereitgestellt: 

1. Das Gen für Rekombinase kann auf einem Plas- 
mid in ein Tier transformiert werden. Die Rekom- 
binase wird nur vorübergehend exprimiert - vor- 
aussetzend, dass das Plasmid nicht eingebaut wird 
oder langfristig überdauert. 
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15.15 Das Cre/LoxP-System 
mit zwei Mausen 

Die eine Maus enthält die Ziel-DNA, 
die deletiert werden soll, flankiert 
von zwei /oxP-Sequenzen. Eine 
zweite Maus enthält das Gen für 
Cre-Rekombinase unter der Kont- 
rolle eines gewebespezifischen oder 
induzierbaren Promotors. Wenn sich 
diese beiden Mäuse paaren, werden 
einige der Nachkommen eine Kopie 
beider Genkonstrukte erhalten. 
Wird die Synthese des Cre-Proteins 
induziert, dann steuert dieses die 
Deletion der Ziel-DNA. 


2. Das Rekombinasegen kann selbst Teil des trans- 
genen Konstrukts sein und durch irgendeinen 
externen Reiz induziert werden. 

3. Man verwendet zwei getrennte Linien transge- 
ner Organismen. Das Transgen und die Erken- 
nungssequenzen sind in einer Wirtslinie trans- 
gener Organismen vorhanden, eine zweite Linie 
exprimiert die Rekombinase (Abb. 15.15). Wenn 
diese beiden Linien miteinander verpaart werden, 
treten bei den Nachkommen die Deletionen auf. 


Diese Methode kann eine Menge Arbeit ersparen. 
Statt für jedes Gen unter jeder Bedingung ein sepa- 
rates Transgenkonstrukt zu schaffen, erzeugt man 
einfach zwei Linien transgener Tiere, gewöhnlich 
Mäuse, und kreuzt diese dann. So lassen sich zahl- 
reiche Gene und Umweltbedingungen erforschen. 
Bei den Vertretern der einen Mäuselinie untersteht 
das cre-Gen der Kontrolle verschiedener Promoto- 
ren, die spezifisch für bestimmte Gewebe sind oder 
von unterschiedlichen Reizen induziert werden. Bei 
der zweiten Mäuselinie werden verschiedene Ziel- 
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gene von loxP-Sequenzen flankiert. Indem man die 
entsprechenden Stämme miteinander kreuzt, kann 
man die Funktion jedes einzelnen Zielgens unter al- 
len verfügbaren Bedingungen erforschen. 


Die Expression von Transgenen kann durch se- 
quenzspezifische Rekombination kontrolliert 
werden. Neuordnungen der transgenen DNA, die 
Transgene an- oder abschaltet, werden von der 
Cre- oder der Flp-Rekombinase aktiviert. 


Transgene Insekten 


Mehrere Insektenarten können inzwischen genetisch 
modifiziert werden. Da die Taufliege Drosophila schon 
sehr lange auf molekularer Ebene erforscht wird, über- 
rascht es nicht, dass es Methoden zum Einbau von 
neuem genetischen Material in diese Fliegen gibt. 

P-Elemente sind in Drosophila und anderen In- 
sekten vorkommende Transposons. Sie bewirken das 
Phänomen der sogenannten Hybriddysgenese. Flie- 
gen mit einem P-Element zeichnen sich durch eine 
sehr geringe Transpositionshäufigkeit aus, weil das 
vorhandene P-Element die Synthese eines Repres- 
sorproteins codiert. Kreuzt man Männchen, die das 
P-Element tragen, mit Weibchen ohne das P-Element, 
so ist die Transpositionsfrequenz in der befruchteten 
Eizelle für kurze Zeit sehr hoch, da kein Repressor 
vorhanden ist. Durch den zufälligen Einbau der P-Ele- 
mente kommt es dann zu einer hohen Mutationsrate, 
wodurch sich der Anteil lebensfähiger Nachkommen 
verringert; dies bezeichnet man als Hybriddysgenese. 

P-Elemente sind von perfekten inverted repeats 
aus 31 Basenpaaren flankiert. Jede zwischen diesen 
invertierten Sequenzwiederholungen liegende DNA- 
Sequenz wird transponiert. Daher kann man durch 
den gentechnischen Einbau von P-Elementen jede 
beliebige DNA-Sequenz in einen Stamm Taufliegen 
oder irgendwelche anderen dafür empfänglichen In- 
sekten einschleusen. 

Durch Mikroinkjektion kann man die DNA in Em- 
bryonen von P-negativen Drosophila-Stämmen einfüh- 
ren. Bei Taufliegen teilt sich der diploide Zellkern, der 
bei der Verschmelzung der Kerne von Spermien- und 
Eizelle entsteht, mehrere Male, ohne dass dabei eine 
Zellteilung erfolgt. Dadurch entsteht eine Riesenzelle 
mit vielen Kernen, die man als Syncytium bezeichnet. 
In diesem Stadium wird normalerweise die Mikroin- 
jektion durchgeführt. Die dabei injizierte DNA wird 
in der Regel zumindest in einige Zellkerne eingebaut, 


aus denen später die Zellen der Keimbahn entstehen 
(Abb. 15.16). Diese Zellkerne sind am hinteren (pos- 
terioren) Ende der befruchteten Eizelle (Zygote) grup- 
piert und wandern von dort zur äußeren Membran, 
wo sich um jeden Kern eine Teilungsfurche bildet. 
Diese Furchen dehnen sich dann aus, und um jeden 
Zellkern bildet sich eine einzelne Zelle. Der zentrale 
Teil der Zygote bleibt ungeteilt und dient als Dotter zur 
Nährstoffversorgung der sich entwickelnden Larve. 

Das P-Element wird normalerweise auf einem 
bakteriellen Plasmid eingeschleust, das in einem bak- 
teriellen Wirt konstruiert wurde. Nun kommt es 
zur Transposition des P-Elements in das Drosophila- 
Chromosom, die Plasmidsequenzen bleiben zurück. 
In der Praxis verwendet man häufig zwei P-Elemente. 
Eines, der Helfer, liefert die Transposase, ist selbst 
aber aufgrund defekter inverted repeats unbeweglich 
(s. Abb. 15.16). Das andere P-Element, der Vektor, 
trägt das gewünschte Transgen und ein intaktes re- 
verted repeat aus 31 Basenpaaren; das Transposase- 
gen fehlt ihm jedoch. Die Transposition des Vektors 
erfolgt nur, wenn vom Helferplasmid Transposase 
synthetisiert wird. Wurde der P-Element-Vektor erst 
einmal an einer bestimmten Stelle in das Insekten- 
chromosom eingebaut, ist er in künftigen Zellgenera- 
tionen nicht mehr mobil, weil er keine eigene Trans- 
posase besitzt. Im Idealfall wird er stabil vererbt. 

Ob das P-Element vorhanden ist, lässt sich mittels 
geeigneter Markergene überprüfen. Zu den bei Fliegen 
verwendeten Selektionsmarkern gehören neo (Neo- 
mycinresistenz) und adh (Alkohol-Dehydrogenase). 
Als Alternative können auch Gene für die Augen- 
farbe verwendet werden, um die Anwesenheit eines 
P-Element-Vektors nachzuweisen. Die Augenfarbe 
kann nicht positiv selektiert werden, also achtet man 
auf Veränderungen der Augenfarbe. So kann man 
beispielsweise als Wirte Fliegen mit defektem rosy- 
Gen verwenden. Diese Fliegen haben braune Augen, 
weil ihnen Xanthin-Dehydrogenase fehlt, die an der 
Synthese des roten Augenfarbstoffs beteiligt ist. Fügt 
man dem P-Element-Vektor eine Wildtypkopie der 
rosy-Gene hinzu, so wird die rote Augenfarbe wieder- 
hergestellt. Haben die Nachkommen einer transgenen 
rosy ”--Fliege dann rote Augen, bestätigt dies, dass das 
Transgen in die Keimbahn eingebaut wurde und alle 
Zellen dieser Nachkommen das Transgen enthalten. 


Als P-Elemente bezeichnete Transposons sind bei 
Drosophila und anderen Insekten weit verbreitet. 
Man hat sie für den Einbau von transgener DNA in 
Insekten verwendet. 
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Helemlasmid Vektorplasmid 15.16 Einbau eines P-Elements in Drosophila 


Zum Einbau von Transgenen in Drosophila werden zwei ver- 


n 
s schiedene Plasmide verwendet. Das Helferplasmid liefert die 
£ ae Markergen Transposase. Es tragt ein nicht mobiles P-Element, bei dem 
teilweise (z.B. für eines der inverted repeats deletiert wurde, aber ein funktio- 
rote Augen) nelles Transposasegen. Das zweite Plasmid trägt das Trans- 
intaktes i gen plus einen Marker (ein Gen für rote Augen), flankiert 
A N von den inverted repeats des P-Elements. Beide Vektoren 
7 i werden in das hintere Ende der Eizelle injiziert, das 2000 bis 
inverted 4000 Zellkerne innerhalb einer einzigen Membran enthält. 
repeat Injektion der Plasmide in eine Eizelle Die Expression des Transposasegens bewirkt eine zufällige 
mit dem Gen für weiße Augen Transposition des Transgens (einschließlich des Markers) 


in unterschiedliche Chromosomen verschiedener Zellkerne. 
Es ist zu hoffen, dass einige Insertionen auch in den Zellker- 
nen der Keimzellen erfolgen. Die aus dem befruchteten Ei 
schlüpfende Larve lässt man dann ihre Entwicklung zu adul- 
ten Fliegen (in diesem Fall mit weißen Augen) durchlaufen. 
Diese Fliege wird dann mit einer weiteren Fliege mit weißen 
Augen verpaart. Bei erfolgreichem Einbau des Transgens in 
die Keimbahn werden einige der Nachkommen das Marker- 
gen exprimieren und rote Augen haben. 


Zellkerne 


Zellkerne mit 


Transgen 
Genetisch modifizierte 
er Stechmücken 


Aids (erworbenes Immundefizienzsyndrom), Tuber- 
kulose und Malaria sind die drei Krankheiten, denen 
die meisten Menschen zum Opfer fallen. Pro Jahr 
infizieren sich rund 300 bis 500 Millionen Menschen 
mit Malaria, und etwa zwei Millionen sterben daran, 
vor allem Kinder in Afrika. Der Erreger, der Parasit 
Keimzellen Plasmodium, wird ebenso wie viele andere schlimme 
Krankheiten wie Gelbfieber, Denguefieber und Filari- 
en durch Stechmücken übertragen. Derzeit breitet sich 
Malaria immer weiter aus, und es tauchen immer mehr 


adulta Fliege ror weißen Augen gegen Insektizide wie DDT resistente Stechmücken auf. 
Das 260 Mb große Genom der Stechmücke Anopheles 
Verpaarung mit weißäugiger Fliege gambiae, die Malaria überträgt, wurde vollständig se- 


quenziert, und es liegen verschiedene genetische Mar- 
ker vor. Noch nicht ganz abgeschlossen ist die Sequen- 
zierung des etwa dreimal größeren Genoms (800 Mb) 

von Aedes aegypti, dem Überträger von Gelbfieber. 
Wie bei den Fliegen kann man auch bei Stechmü- 
cken DNA in die Zellen der Keimbahn einbauen. Zur 
Insertion von DNA in die Genome von Stechmücken 
hat man mehrere Transposons verwendet und ging 
ramugigeFllegetnlt Weibaugige Fleqeonne dabei ähnlich vor wie bei der zuvor für Drosophila 
dem Transgen das Transgen beschriebenen Methode mit den P-Elementen. Am 
häufigsten verwendet werden das piggyBac-Transpo- 


Nachkommen 
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son des Eulenfalters Trichoplusia ni und das Minos- 
Transposon der Taufliege Drosophila hydei. Als gene- 
tische Marker dienten Gene für die Augenfarbe und 
grün fluoreszierendes Protein (GFP). Die Expression 
der Transgene erfolgt gewöhnlich mit Drosophila- 
Promotoren, weil diese meist auch in anderen Insek- 
ten funktionieren. 

Als mögliche Bekämpfungsmethode für Krank- 
heiten, die von Stechmücken übertragen werden, bie- 
tet sich an, genetisch modifizierte Stechmücken zu 
erzeugen, die resistent gegen eine Besiedlung mit dem 
Krankheitserreger sind. Diese Stechmücken könnte 
man dann in die Natur entlassen, damit sie nach und 
nach die Population der krankheitsübertragenden 
Stechmücken ersetzen. Man hat schon mehrere Ver- 
suche unternommen, Stechmücken zu erzeugen, die 
keine Malaria mehr übertragen oder zumindest we- 
niger Malariaparasiten in sich tragen. Bislang wurden 
diese Versuche aber nur mit Malariaformen durch- 
geführt, die Vögel oder Mäuse befallen. Man erhofft 
sich, mit ähnlichen Methoden auch die für den Men- 
schen gefährliche Form der Malaria und ihren Über- 
träger, die Anopheles-Mücke, bekämpfen zu können. 


Sporozoiten 


vom Menschen 


Gametocyten 
mehrere 1000 


STICH 


___ ca.100. 


Nach Aufnahme infizierten Blutes eines Men- 
schen oder Tieres, greift das Immunsystem der Stech- 
mücke die aufgenommenen Malariaparasiten an und 
tötet einen beträchtlichen Teil davon ab (Abb. 15.17). 
Daher versucht man, Stechmücken zu erzeugen, bei 
denen die Expression von Proteinen ihres eigenen 
Immunsystems wie Defensin A erhöht ist. Auch Pro- 
teine anderer Arten wurden schon im Mitteldarm der 
Stechmücken exprimiert, um eine Übertragung zu 
verhindern. Bei transgenen Stechmücken, die das Bie- 
nengift Phospholipase mittels eines mitteldarmspezi- 
fischen Promotors exprimieren, werden 80-90 % der 
aufgenommenen Malariaparasiten abgetötet. 

Eine weitere Strategie nutzt gentechnisch verän- 
derte menschliche Antikörper. So hat man beispiels- 
weise künstliche Gene für Einzelketten-Antikörper 
oder Einzelketten-Fv-Fragmente (scFv-Fragmen- 
te; s.Kap.6) gegen das Circumsporozoit-Protein 
des Malariaerregers konstruiert. (Der Sporozoit ist 
das infektiöse Stadium des Parasiten, das von der 
Stechmücke auf ein Säugetier übertragen wird - 
s. Abb. 15.17) Durch Expression des Antikörpers 
in den Speicheldrüsen der Stechmücke konnte die 


Zygoten 


Ookineten ) 
50-100 


ws TIEA 


15.17 Entwicklung von Plasmodium in der Anopheles-Mücke 

Das Blut eines mit Malaria infizierten Menschen enthält Tausende von Plasmodium-Gametocyten, die eine Anopheles- 
Mücke aufnimmt, wenn sie sticht (unten). Mit der Aufnahme des Blutes gelangen diese in den Mitteldarm der Stechmü- 
cke, wo daraus Hunderte von Zygoten entstehen. Etwa 50 bis 100 davon verwandeln sich in bewegliche Ookineten, die 
dann in die Hämolymphe oder ins Blut wandern. Dort entstehen daraus etwa fünf Oocysten. Jede Oocyste setzt ungefähr 
50000 Sporozoiten frei, die in die Speicheldrüse der Stechmücke wandern. Sticht diese Mücke wieder einen Menschen, 
gelangen dabei nur etwa 15 bis 18 Sporozoiten in den Blutkreislauf. Die Lebensstadien von Plasmodium sind grün darge- 
stellt, die Strukturen der Stechmücke mit Großbuchstaben beschriftet. 
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Zahl der Malaria-Sporozoiten betrachtlich reduziert 
werden. 

Wenn es gelänge, Stechmücken so zu modifizieren, 
dass sie keine Malaria mehr übertragen, ergäbe sich 
ein weiteres Problem: die wildlebende Stechmücken- 
population durch die modifizierte zu ersetzen. Das 
könnte man beispielsweise mit einem genetischen Su- 
izidsystem aus den beiden Genen A und B erreichen, 
die zum Überleben beide gemeinsam vererbt werden 
müssen. Ein solches System ähnelt dem, das für den 
programmierten Zelltod bei Bakterien verantwortlich 
ist (s. Kap. 20). Man könnte dann Männchen mit je 
zwei Kopien von A und B freisetzen. 

Insekten, die A und B gemeinsam erben, überle- 
ben, während alle, die nur jeweils eines der beiden 
erben, sterben. Hybriden zwischen den gentechnisch 
modifizierten Männchen und wilden Weibchen wer- 
den überleben, weil sie jeweils ein A und ein B erben. 
Paaren sich diese Hybriden jedoch in der nächsten 
Generation wiederum mit Wildtypstechmücken, so 
werden einige der Nachkommen jeweils nur Gen 
A oder Gen B erben, aber nicht beide, und daher 
sterben. Dadurch entstünde ein Selektionsdruck, der 
die Gene A und B in der Population begünstigt, 
weil die Nachkommen von Wildtypmücken häufiger 
sterben als die von genetisch modifizierten oder Hy- 
bridmücken. Mit den Suizidgenen könnte man Gene 
verbinden, welche die Malariaparasiten abtöten oder 
die Stechmücken anfällig gegen Insektizide machen. 
Diese würden sich dann mit diesen ebenfalls in der 
Population ausbreiten. Computermodellen zufolge 
würde schon eine Modifikation von nur 3 % der Po- 
pulation ausreichen, damit sich die Gene ausbreiten. 


Man versucht, Anopheles-Mücken so zu modifizie- 
ren, dass sie keine Malaria mehr übertragen. Ziel 
ist es, die Wildtyppopulationen durch solche zu 
ersetzen, die keine Überträger sind. 


Klonen von Tieren durch 
Kerntransplantation 


Das im Jahr 1996 erzeugte Klonschaf Dolly sorgte in 
den Medien zwar für einen riesigen Wirbel, war aus 
wissenschaftlicher Sicht jedoch nur ein relativ kleiner 
Schritt in einer sich entwickelnden Technologie. Das 
Klonen von Tieren beruht auf der Technik der Kern- 
transplantation. Diese geht sogar auf das Jahr 1952 


zurück. Damals transplantierte man Zellkerne aus 
frühen Embryonalstadien eines Frosches in Eizellen, 
die man zuvor entkernt hatte. Aus einigen dieser Ver- 
suche gingen normale Embryonen hervor. Die soma- 
tischen Zellen von Tieren differenzieren sich irgend- 
wann und werden so schließlich irreversibel auf eine 
spezielle Funktion festgelegt. Dennoch behalten ihre 
Zellkerne das vollständige Genom. (Nur in wenigen 
Ausnahmen wie den roten Blutkörperchen gehen die 
Zellkerne verloren.) Unter bestimmten Umständen 
kann die cytoplasmatische Umgebung in der Eizelle 
Zellkerne aus somatischen Zellen umprogrammie- 
ren. Je früher das Entwicklungsstadium der Zellker- 
ne, desto leichter sind sie umzuprogrammieren. 

Mittels Kerntransplantation kann man mehrere 
identische Klontiere erzeugen. Dazu werden mehrere 
Zellkerne desselben Spenders in entkernte Eizellen 
transplantiert. Seit den 1980er-Jahren ist ein solcher 
Transfer von Kernen aus frühen Embryonalstadien 
(Morula- und Blastocystenstadium) bei mehreren 
Säugetierarten erfolgreich gelungen. Bei Verschmel- 
zung einer somatischen Zelle mit einer entkernten 
Eizelle wird der Spenderzellkern in ein völlig un- 
differenziertes Cytoplasma übertragen. Durch einen 
kurzen elektrischen Stromimpuls werden die beiden 
Zellmembranen zu einem Embryo verschmolzen. Im 
Jahr 1995 gelang die erfolgreiche Transplantation von 
Zellkernen aus kultivierten embryonalen Zellen eines 
Schafes. Durch diese Technik kamen am Roslin Ins- 
titute in Edinburgh, Schottland, die beiden Lämmer 
Megan und Morag zur Welt. Ein Jahr darauf erzeugte 
dieselbe Forschungsgruppe durch Kerntransplantation 
aus einer adulten Zelllinie - aus der Epithelschicht der 
Milchdrüsen - das Schaf Dolly. Dolly war somit das 
erste Säugetier, das unter Verwendung eines Zellkerns 
aus ausdifferenzierten Zellen kloniert wurde. 


Säugetiere kann man durch Kerntransplantation 
klonen. Dabei wird der Zellkern einer somatischen 
Zelle in eine zuvor entkernte Eizelle transplantiert. 


Das Klonschaf Dolly 


Die Zellen eines frühen Embryos sind totipotent, d.h. 
sie besitzen die Fähigkeit, sich zu teilen und zu jedem 
beliebigen Körperzelltyp zu differenzieren (zu Leber- 
zellen, Milzzellen, Gehirnzellen etc.). Später geht den 
Zellen diese Fähigkeit verloren. Dann sind sie darauf 
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beschränkt, ein bestimmtes Gewebe, etwa des Ner- 
vensystems oder des Verdauungstraktes, zu bilden. 
Die meisten Zellen eines adulten Tieres können sich 
entweder nicht mehr teilen oder nur noch einen ganz 
bestimmten spezialisierten Zelltyp hervorbringen. 
Während der Entwicklung werden verschiedene Gene 
in unterschiedlichen Geweben exprimiert, andere ab- 
geschaltet. So enthalten zwar fast alle adulten Zellen 
ein vollständiges Genom, sind jedoch nicht mehr im- 
stande, sich zu neuen Individuen zu entwickeln. 

Das Klonieren des Schafes Dolly erbrachte den 
Beweis, dass man die Uhr einer adulten Zelle wieder 
auf Null stellen und die Entwicklung von Neuem star- 
ten kann. Im Fall von Dolly bestand der Trick darin, 
dass man kultivierte Euterzellen des Spendertieres 
verhungern ließ, sodass sowohl die Zelle als auch die 
DNA ihre Teilung einstellten (d.h. die Zellen gingen 
in die G,-Phase des Zellzyklus über - s. Kap. 4). Was 
genau mit der DNA passiert, wenn man die Zelle 
aushungern lässt, ist nicht bekannt. Wahrscheinlich 
kommt es jedoch zu einer Modifikation, etwa ei- 


zu klonendes Schaf 


Anlegen einer Zellkultur aus Euterzellen 
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Geburt, Wachstum 


Eizelle teilt sich und wird in 
Leihmutter transplantiert 


resultierende Eizelle 


ner Demethylierung; dadurch wird die DNA in eine 
Form zurückverwandelt, die der einer embryonalen 
Zelle ähnelt. Bringt man nun den ruhenden G,- 
Zellkern in eine zuvor entkernte Eizelle, beginnt er 
sich wieder zu teilen. Diese Eizelle pflanzt man dann 
einem weiblichen Tier ein, wo sie sich zu einem 
Embryo entwickelt. Wenn alles glatt verläuft, kommt 
schließlich ein Jungtier zur Welt (Abb. 15.18). 

Anfang 1996 wurde am Roslin Institute in Schott- 
land das erste geklonte Säugetier der Welt geboren, 
das Schaf Dolly. Der Spenderkern stammte aus ei- 
ner Euterzelle eines trächtigen Weibchens. Seit der 
Geburt von Dolly wurden noch verschiedene an- 
dere Tiere erfolgreich geklont, beispielsweise Rinder, 
Schweine, Ziegen, Mäuse und Katzen (Tabelle 15.1). 
Dolly wurde verpaart und brachte an Ostern 1998 
selbst ein Lamm namens Bonnie zur Welt. 

Genau genommen handelte es sich bei Dolly nicht 
um einen vollständigen Klon. Außer im Zellkern, der 
den überwiegenden Teil der genetischen Information 
enthält, befinden sich in tierischen Zellen auch noch 


15.18 Schema der Klonierung 
eines Schafes 

Um ein Tier wie ein Schaf zu klo- 
nen, isoliert man zunächst Zellen 
des Euters, züchtet diese in Zell- 
kultur und lässt sie dann verhun- 

N gern, um sie in der G,-Phase des 

À J Zellzyklus anzuhalten. Zusätzlich 
p) ) entnimmt man unbefruchtete Ei- 
zellen eines anderen Schafes und 
entfernt daraus den Zellkern. Durch 
einen elektrischen Reiz werden 

die Euterzelle in der G,-Phase und 
die entkernte Eizelle miteinander 
verschmolzen. Dadurch gelangt 
ein somatischer Zellkern in ein 
undifferenziertes Cytoplasma. Die 
so entstandenen Eizellen werden 

in eine Leihmutter verpflanzt. Die 
DNA der Nachkommen kann man 
dann daraufhin untersuchen, ob sie 
identisch mit der des Spenderscha- 
fes ist. 


Dolly 


und Entwicklung 
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Tabelle 15.1 Geklonte Tiere 


Cumulina (gefolgt von 50 weiteren!) 


Noah (bedrohtes asiatisches Wildrind; starb nach 2 Tagen an einer 


bedrohtes Wildschaf (aus einem gerade verstorbenen Tier geklont) 


bedrohtes javanisches Wildrind 


Ditteaux (männlich), Madge und Caty (weiblich) 


Schaf 1996 Dolly 
Maus 1997 
Rind 1998 
Ziege 1999 
Schwein 2000 
Gaur 2000 
Infektion) 
Mufflon 2001 
Katze 2001 CopyCat 
Kaninchen 2002 
Banteng 2003 
Ratte 2003 
Maultier 2003 Idaho Gem 
Pferd 2003 
Hirsch 2003 
Falbkatze (Afrikanische Wildkatze) 2003-4 
Hund 2005 Snuppy 


einige Gene in den Mitochondrien. Im Fall von Dolly 
wurde nur die Kern-DNA kloniert. Die mitochondri- 
ale DNA stammte von der Eizelle, in die der Zellkern 
transplantiert wurde. 


Nach dem Klonschaf Dolly wurden noch weitere 
Säugetiere geklont. Die Erfolgsrate ist jedoch nach 
wie vor gering. 


Praktische Gründe für das 
Klonen von Tieren 


Warum sollte man Schafe klonen? Abgesehen davon, 
dass man damit zeigen möchte, dass man ganze Tiere 
klonen kann, gibt es auch noch praktische Gründe. 
Der Mensch hat schon seit Jahrtausenden versucht, 
Nutztiere durch Züchtung zu verbessern. Durch ge- 
netische Duplikation kann ein verbessertes Tier rela- 
tiv rasch weite Verbreitung erlangen. 


Außerdem liefert eine Gruppe genetisch iden- 
tischer Tiere Wolle, Milch, Fleisch oder Eier von 
standardisierter Qualität. Andererseits sind genetisch 
identische Tiere auch alle anfälliger für die glei- 
chen Infektionen, sodass sich Epidemien leichter und 
schneller ausbreiten können. 

Obwohl durch Klonen identische Tiere entstehen, 
könnte diese Technik paradoxerweise dazu beitra- 
gen, die genetische Vielfalt zu erhalten. So hat man 
beispielsweise in Neuseeland die letzte überlebende 
Kuh einer seltenen Rasse geklont. Durch Klonen 
kann man also seltene Rassen von Haustieren oder 
bedrohte Wildtierarten genetisch retten und vermei- 
det dabei, dass ihre Gene mit Fremdgenen vermischt 
werden, wie es bei der Hybridzucht der Fall ist. 
Tabelle 15.1, in der die bislang geklonten Tiere aufge- 
führt sind, enthält auch drei seltene Tierarten: Gaur, 
Mufflon und Banteng. 

Die bedeutendste Anwendungsmöglichkeit des 
Klonens ergibt sich im Zusammenhang mit der 
transgenen Technologie. Neu geschaffene transgene 
Tiere können durch Klonen rascher verbreitet wer- 
den. Man kann die transgene DNA jedoch auch 
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Exkurs 15.3 
Nachruf für Dolly, das Schaf 


Im Februar 2003 wurde das Schaf Dolly im Alter von 
sechseinhalb Jahren durch eine tödliche Spritze einge- 
schläfert, weil es sich eine Virusinfektion zugezogen hatte, 
durch die Lungenkrebs entstanden war. Tiere von Dollys 
Rasse „Finn Dorset“ erreichen oft ein Alter von elf bis 
zwölf Jahren. Wie die meisten Klontiere starb auch Dolly 
etwas früher. Ihre Telomere waren um 20 % kürzer als für 
Schafe ihres Alters üblich. Das könnte zum vorzeitigen 
Altern beigetragen haben. Bei der Autopsie konnte man 
jedoch außer Arthritis keinerlei Anzeichen für ein vorzei- 
tiges Altern feststellen. Zudem war Dolly übergewichtig 
- vermutlich aufgrund der vielen Leckerbissen, die sie 
wegen ihrer Berühmtheit erhielt; das könnte zur Entwick- 


direkt während des Klonierens einbauen. Am Roslin 
Institute, wo Dolly zur Welt kam, wurde mittlerweile 
ein Schaf geklont, welches das Gen für den humanen 
Faktor IX trägt. Das Transgen wurde in Zellkultur 
in die Kernspenderzellen eingebaut. Man hat noch 
zahlreiche weitere transgene Tiere geklont, die Gene 
für pharmazeutisch wichtige Proteine tragen. 

Warum Dolly aus einer Milchdrüsenzelle geklont 
wurde, sollte inzwischen klar sein. Wenn in diesem 
Gewebe ein fremdes Protein exprimiert wird, so wird 
es in die Milch sezerniert und kann problemlos kom- 
merziell gewonnen werden. Hat man in der Kultur 
eine gute transgene Zelllinie etabliert, so kann man 
zu Produktionszwecken mittels Kerntransplantation 
mehrere genetisch identische Tiere erzeugen. Durch 
Einfrieren in flüssigem Stickstoff kann man solche 
transgenen Zellen auf lange Sicht aufbewahren. Man 
spricht dann von sogenannten „Prototieren“. 


Geklonte Tiere kann man durch transgene Techni- 
ken verändern und auf diese Weise Tiere mit nütz- 
lichen Eigenschaften rascher vermehren als durch 
herkömmliche selektive Züchtung. 


Verbesserung von 
Nutztieren durch 
Stoffwechsel-Engineering 


Zur Produktion verbesserter Nutztiere kann man 
auch Stoffwechsel-Engineering mit Klonen kombi- 


lung der Arthritis beigetragen haben. Möglicherweise war 
Dolly aber auch als Folge des Klonens weniger robust 
und anfälliger für Infektionen. Allerdings stirbt auch eine 
erhebliche Zahl anderer, normaler Schafe an ähnlichen 
Virusinfektionen, insbesondere bei Haltung unter beeng- 
ten Bedingungen. Insgesamt gesehen lassen sich anhand 
eines Einzeltieres unmöglich definitive Schlüsse in dieser 
Angelegenheit ziehen, so berühmt es auch sein mag. 
Dollys Nachkommen, das 1998 geborene Lamm Bonnie 
und ein späterer Drillingswurf, zeigten keine signifikant 
verkürzten Telomere. Diese Nachkommen wurden aber 
auch auf natürlichem Wege gezeugt, sodass natürlich die 
Hälfte ihrer DNA von ihren Vätern stammte. 


nieren (statt einfach nur transgene Tiere als Quel- 
le einzelner nützlicher Proteine zu verwenden). So 
fehlen Säugetieren beispielsweise die Gene für den 
Cysteinbiosyntheseweg. Folglich können Säugetiere, 
also auch Schafe, die schwefelhaltige Aminosäure 
Cystein nicht selbst synthetisieren, sondern müssen 
sie mit ihrer Nahrung aufnehmen. Manchmal ist 
Cystein für die Bildung der Wolle limitierend. Zu- 
sätzliche Cysteingaben mit der Nahrung erweisen 
sich als nicht besonders erfolgreich, da es von Mikro- 
organismen im Darm der Schafe aufgenommen und 
abgebaut wird. 

Viele Bakterien synthetisieren jedoch Cystein. 
Dazu sind zwei Schritte erforderlich, ausgehend von 
der Aminosäure Serin plus anorganischem Sulfid 
(Abb. 15.19). Bei Darmbakterien werden die beiden 
ausschlaggebenden Enzyme Serin-Transacetylase 
und Acetylserin-Sulfhydrylase von den Genen 
cysE beziehungsweise cysK codiert. Diese beiden 
Bakteriengene hat man aus Salmonella kloniert 
und der Kontrolle des Metallothionein-Promotors 
unterstellt. Dieses Konstrukt wurde erfolgreich in 
transgene Mäuse eingebaut, die beide Enzyme ex- 
primierten. Diese Mäuse blieben zudem auch dann 
gesund, wenn man ihnen die beiden schwefelhalti- 
gen Aminosäuren Cystein und Methionin vorent- 
hielt, und stellten ihr eigenes Cystein her. Die Tiere 
benötigten in ihrem Futter auch kein anorganisches 
Sulfid. 

Es ist zwar gelungen, transgene Schafe mit den 
bakteriellen Genen cysE und cysK zu erzeugen, eine 
umfangreiche Expression dieser Gene und die Syn- 
these von Cystein an den erwünschten Stellen (in der 
Schleimhaut des Pansens) konnte man bisher aller- 
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dings noch nicht zustande bringen. Mehrere weitere 
Projekte zur Verbesserung von Nutztieren, etwa zur 
Synthese anderer essenzieller Aminosäuren wie Lysin 
und Threonin, befinden sich gerade in den ersten 
Versuchsstadien. 


a Cysteinbiosyntheseweg 


Acetyl-CoA Serin 


Serin- 
Transacetylase 


O-Acetylserin 
H,S 


Acetylserin- 
Sulfhydrylase 


Cystein 


b Vektor mit klonierten cys-Genen 


Metallothionein- 
Promotor 


y 


cys-Gene von E. coli 


eukaryotischer 
Expressionsvektor 


Terminator/ 
Poly(A)-Sequenz 


15.19 Biosynthese von Cystein aus Serin und Sulfid 
a Der Cysteinbiosyntheseweg nutzt Serin und Acetyl-CoA. 
Zunächst werden Acetyl-CoA und Serin durch Serin-Trans- 
acetylase in O-Acetylserin umgewandelt. Anschließend 
wandelt Acetylserin-Sulfhydrylase O-Acetylserin mithilfe von 
Hydrogensulfid (Schwefelwasserstoff, H,S) in Cystein um. 

b Der Cysteinbiosyntheseweg wurde in einen eukaryoti- 
schen Expressionsvektor geklont. Die beiden £. coli-Gene 
sind hinter den Metallothionein-Promotor der Maus geklont. 


Eine signifikante Verbesserung von Nutztieren ließe 
sich durch den Einbau von Stoffwechselwegen zur 
Synthese essenzieller Aminosäuren erzielen, denn 
diese Aminosäuren müssen gegenwärtig mit dem 
Futter zur Verfügung gestellt werden. Bislang hat 
man mit Mäusen als Modellorganismen lediglich 
einen Teilerfolg erzielt. 


Probleme und ethische 
Fragen bei der 
Kerntransplantation 


Beim Klonen wird mittels gentechnologischer Ein- 
griffe ein exaktes genetisches Duplikat eines Tieres 
erzeugt. Dabei ist zu bedenken, dass man nicht gleich 
ein ausgewachsenes Duplikat erhält: Ausgehend von 
einer einzelnen Zelle, die sich zu einem Embryo 
entwickelt, muss das geklonte Tier erst die Kindheit 
durchlaufen, bis es erwachsen ist. 

Und wie steht es mit dem Klonen von Menschen? 
Auf die Geburt des Klonschafes Dolly folgten heftige 
ethische Debatten. Viele Kritiker sehen im Klonen 
von Menschen eine Bedrohung für die Unantast- 
barkeit menschlichen Lebens. Dabei gibt es bereits 
menschliche Klone. Eineiige Zwillinge, Drillinge usw. 
sind Klone, die durch Teilung aus derselben befruch- 
teten Eizelle hervorgingen. In vielen alten Kulturen 
galten eineiige Zwillinge als etwas Übernatürliches: 
in einigen als glückbringend, in anderen hingegen als 
böses Omen, sodass man sich gezwungen sah, einen 
von beiden zu töten. 

Ganz abgesehen von den moralischen Beden- 
ken bereitet das Klonen von Menschen auch große 
praktische Probleme. Die Zahl der lebend geborenen 
Klone entspricht lediglich wenigen Prozent der trans- 
plantierten Zellkerne. Zur gleichen Zeit wie Dolly 
wurden noch weitere Lämmer erzeugt, die in einem 
späten Stadium der Schwangerschaft oder kurz nach 
der Geburt verstarben; einige von ihnen zeigten Ent- 
wicklungsanomalien. Klonen ist also ziemlich riskant. 
Außerdem schätzt man die Chancen einer erfolgrei- 
chen Schwangerschaft bei einer Implantation in eine 
menschliche Leihmutter um das Drei- bis Zehnfache 
geringer ein als bei Schafen. Die Kosten und Mühen 
zur Produktion eines geklonten Menschen wären also 
weitaus größer als bei Tieren. Sieht man von Science- 
fiction-Szenarien ab, so ist zudem nicht klar, warum 
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der Mensch sich überhaupt selbst klonen möchte. 
Der zeitliche Ablauf der menschlichen Entwicklung 
würde einem geklonten menschlichen Duplikat kein 
langes Leben bescheren. 


Das Klonen von Menschen ist nicht nur mit vielen 
moralischen Bedenken verbunden, sondern wirft 
auch gewaltige praktische Probleme auf. 


Genetisches Imprinting 
und Entwicklungsprobleme 
bei geklonten Tieren 


Selbst wenn alle technischen Probleme bewältigt 
sind, schlagen die meisten Versuche, Tiere zu klonen, 
dennoch fehl. Für eine erfolgreiche Kerntransplanta- 
tion muss ein Zellkern aus einer differenzierten Zelle 
umprogrammiert werden. Das ist ein sehr komplexer 
Prozess. Vermutlich ist die geringe Erfolgsrate dar- 
auf zurückzuführen, dass diese Umprogrammierung 
nicht richtig gelingt. Nach neuesten Untersuchungen 
ist die Methylierung der DNA wohl der ausschlagge- 
bende Faktor hierfür. 

Die Methylierungsmuster geklonter Embryonen 
gleichen nicht denen natürlicher Embryonen. Das 
gilt selbst für die meisten Tiere, bei denen eine er- 
folgreiche Klonierung gelungen ist. Dolly und an- 
dere geklonte Tiere haben jedoch genetisch normale 
Nachkommen hervorgebracht. Beim Klonen gelan- 
gen also keine permanenten genetischen Verände- 
rungen in die Keimbahn der Tiere. 

Im Allgemeinen werden durch Methylierung eu- 
karyotische Gene abgeschaltet, die in einem bestimm- 
ten Gewebe oder Entwicklungsstadium nicht benötigt 
werden. Die Methylierung ist auch am sogenannten 
genetischen Imprinting oder der genetischen Prä- 
gung beteiligt. Durch diesen Regulationsmechanis- 
mus wird nur die mütterliche oder väterliche Kopie 
eines Gens aktiviert (mehr zum Imprinting s. Kap. 16). 
Beim Menschen gibt es etwa 30 geprägte Gene. Wenn 
die väterliche Kopie aktiv ist, wird gewöhnlich das 
Wachstum des Fetus gefördert, ist jedoch die mütter- 
liche Kopie aktiv, so ist das Wachstum eingeschränkt. 
Wie zu erwarten, führen falsche Prägungsmuster da- 
her zu Wachstums- und Entwicklungsstörungen beim 
Fetus, wie man sie bei vielen durch Klonen erzeugten 
Embryonen feststellen kann. 


Geklonte Säugetiere zeigen häufig das LOS-Syn- 
drom (engl. large-offspring syndrome): Ihre Extre- 
mitäten, inneren Organe und auch der Körper ins- 
gesamt sind abnormal groß, und der Gesundheitszu- 
stand dieser Tiere ist schlecht. Dieses Syndrom steht 
in Zusammenhang mit einem falschen Imprinting 
des Gens IGF2R fiir den Insulinwachstumsfaktor-2- 
Rezeptor. Normalerweise zeigt dieses Gen bei Sau- 
getieren miitterliches Imprinting. Bei Feten mit dem 
LOS-Syndrom stellte man am IGF2R-Gen eine verän- 
derte Methylierung fest, und es wurde in geringerem 
Maße exprimiert als normal. Merkwürdigerweise 
wird das IGF2R-Gen bei Primaten nicht genetisch 
geprägt. Menschen und Affen sollten daher weniger 
anfällig gegen das LOS-Syndrom sein, sodass weni- 
ger Schäden beim Klonen zu erwarten wären. 


Beim Klonen von Säugetieren ergibt sich eine hohe 
Misserfolgsrate. Ausschlaggebender Faktor hierfür 
ist wahrscheinlich das Methylierungsmuster der 
DNA, bei dem sich Unterschiede zeigen zwischen 
natürlichen Embryonen und solchen, die durch Klo- 
nen entstanden sind. 


Transgene Menschen, 
andere Primaten und 
Haustiere 


Der erste erfolgreiche Versuch, einen transgenen Pri- 
maten zu erzeugen, gelang Ende 2000 mit der Geburt 
des Rhesusaffen ANDi, der das gfp-Gen trug. ANDi 
steht für „insertierte DNA“ (rückwärts gelesen). Das 
Gen für GFP wurde mittels eines verkrüppelten Re- 
trovirus als Vektor in unbefruchtete Eizellen über- 
tragen, die anschließend in vitro befruchtet wurden. 
Durch die Behandlung von 224 Eizellen erhielt man 
20 Embryonen. Diese führten zu fünf Schwanger- 
schaften, aus denen letztlich drei lebende männliche 
Affen hervorgingen. Von diesen war nur einer trans- 
gen und hatte das GFP exprimiert: ANDi. Trotzdem 
fluoreszierte ANDi nicht grün, weil die Menge an 
GFP zu gering war (und der Körper von Rhesus- 
affen zudem weitgehend von einem braunen Fell 
bedeckt ist). 

Mehrfach wurde überspitzt behauptet, Primaten 
geklont zu haben. Man hat durch Teilen eines Em- 
bryos im Achtzellstadium vier genetisch identische 
Zweizellembryonen geschaffen und dies dann als 
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„Klonen“ verkauft. In Wirklichkeit handelt es sich 
dabei nur um künstlich erzeugte Zwillinge und nicht 
um eine echte Kerntransplantation wie bei Dolly. 
Ende 2007 gelang dann das Klonen von Embryonen 
aus Hautzellen eines Rhesusaffen. 

Es scheint keinen Grund dafür zu geben, warum 
das Klonen von Affen, Menschenaffen und Men- 
schen mittels Kerntransplantation technisch nicht 
möglich sein sollte. Das potenzielle Ziel des Klonens 
von Menschen wäre nicht, neue Individuen zu erzeu- 
gen, sondern Gewebe zur Transplantation zu erhal- 
ten. Man könnte zu diesem Zweck umprogrammierte 
menschliche Zellen in Zellkultur bereithalten. Man 
spricht in diesem Fall von therapeutischem Klonen. 
Auf diesem Gebiet sind in nächster Zeit rasche Fort- 
schritte zu erwarten. 

Zum Abschluss dieses Abschnitts noch eine 
kleine Anekdote: Im November 2001 wurde an der 
Texas A&M University das erste Heimtier geklont, 
die Katze CC (ftir CopyCat; Abb. 15.20). Das Ziel 
dieses Klonprogramms lautete, die Lieblingshaustiere 
von Menschen zu klonen, die dafür genügend Geld 
haben. Das erinnert zwangsläufig an die alten Ägyp- 
ter, die neben Menschen auch ihre Katzen mumi- 
fizierten. CC hat als einziger von 87 implantierten 
Embryonen überlebt. Damit ähnelt die Erfolgsrate 
jener für Klonschafe, Klonmäuse usw. Wirtschaftlich 
rechnen könnte sich ein routinemäßiges Klonen von 
Heimtieren nur bei einer höheren Erfolgsrate. 


15.20 Ein Klon ist keine Kopie 
Diese digitale Bildmontage zeigt 
CopyCat und ihre Mutter Rainbow. 
CC ist ein echter, durch Kerntrans- 
plantation erzeugter Klon. Das Cali- 
co-Katzenweibchen Rainbow diente 
als Spender des Zellkerns. Daher 
weisen beide Katzen identische 
Chromosomen auf. Obwohl es sich 
bei CC also um einen echten Klon 
handelt, sieht sie anders aus als die 
Kernspenderin. Das liegt daran, dass 
das Fellmuster von Katzen teilweise 
durch zufällige Zellteilungen zu- 
stande kommt sowie bei Weibchen 
durch X-gebundene Inaktivierung. 
Digitalbilder von Hunter O’Reilly, 
2002. 


Mutter 


Mithilfe von Retroviren als Vektoren konnten trans- 
gene Rhesusaffen erzeugt werden. Mittlerweile ist 
es auch gelungen, als erste Primaten Rhesusaffen 
zu klonen. 


Anwendung der RNA-Techno- 
logie in der Transgenik 


Wie bereits erläutert, ermöglichen transgene Techni- 
ken auf Ebene der DNA, durch Insertion zusätzliche 
Gene einzubauen und die Genexpression zu inaktivie- 
ren. Man kann Gene jedoch auch auf Ebene der RNA 
manipulieren: mithilfe der Antisense-Technik, von Ri- 
bozymen oder durch RNA-Interferenz. Diese Metho- 
den wurden bereits behandelt (s. Kap. 5); deshalb sind 
in diesem Abschnitt nur die Anwendungsméglichkei- 
ten auf dem Gebiet der Transgenik zusammengefasst. 
Zum Erzeugen eines transgenen Organismus kann 
man auch ein Antisense-Transgen einbauen. Am ein- 
fachsten lässt sich ein Antisense-Gen durch Umkehr 
(Invertieren) der DNA-Sequenz des Originalgens 
konstruieren. Bei höheren Organismen verwendet 
man die cDNA-Version dieses Gens als Ausgangs- 
punkt, um Komplikationen durch intervenierende 
Sequenzen zu vermeiden. Bei der Transkription eines 
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solchen Antisense-Gens entsteht Antisense-RNA, die 
dann an die mRNA des entsprechenden sense-Gens 
bindet (s. Kap. 5). Dadurch ergibt sich eine Inhibition 
der Genexpression auf der Ebene der Translation. 

Durch Insertion von Antisense-Genen in Mäuse 
konnte die Genexpression um 95 % inhibiert wer- 
den. Allerdings zeigen sich bei der Effektivität enorme 
Schwankungen. Die Antisense-RNA kann der vollen 
Länge des Sense-Gens entsprechen oder nur einem kur- 
zen Abschnitt. Kurze Abschnitte, die zu der nichttrans- 
latierten 5’-Region der Sense-mRNA komplementär 
sind, blockieren die Translation häufig besonders effizi- 
ent. Offensichtlich kann man die Antisense-Konstrukte 
der Kontrolle induzierbarer Promotoren unterstellen. 
Dadurch sind die Wissenschaftler in der Lage, die Gen- 
expression durch Antisense-Silencing zu regulieren. 

Man kann auch transgene Konstrukte einbauen, 
die Ribozyme exprimieren. In diesen Fällen soll das 
entsprechende Ribozym in der Regel eine spezifische 
mRNA spalten. Wird das Ribozym exprimiert, so 
spaltet es die mRNA des Zielgens und verringert auf 
diese Weise dessen Expression. Gelegentlich wurde 
von Fällen bei Drosophila und Mäusen berichtet, bei 
denen durch die transgene Expression von Ribozy- 
men die Genexpression erfolgreich herunterreguliert 
werden konnte. 


Durch den Einbau von Genen, die für Antisense-RNA 
oder Ribozyme codieren und eine spezifische mRNA 
schneiden, lässt sich die Genexpression verringern. 


Anwendungsmöglichkeiten 
der RNA-Interferenz in der 
Transgenik 


RNA-Interferenz beinhaltet mehrere miteinander 
verwandte Phänomene. Über die Mechanismen ist 
immer noch zu wenig bekannt, es entsteht jedoch 
stets eine doppelsträngige RNA (dsRNA). Diese wird 
normalerweise weder in prokaryotischen noch in 
eukaryotischen Zellen gebildet. Infolgedessen wird 
sie von eukaryotischen Zellen als Hinweis auf virale 
Aktivität angesehen und daher abgebaut. 

Ist in eukaryotischen Zellen sowohl Sense- als auch 
Antisense-RNA vorhanden, bildet sich eine dsRNA. 
Dies hat zur Folge, dass die Expression des entspre- 
chenden Gens massiv absinkt. Das ist auf den Abbau 


der mRNA zurückzuführen. Daher muss die dsRNA 
den Exonsequenzen des Zielgens entsprechen. Um 
diesen Effekt zu erzielen, sind nur wenige dsRNA-Mo- 
leküle erforderlich. Bei Caenorhabditis elegans stellt die 
RNA-Interferenz die bevorzugte Methode zur Inakti- 
vierung von Genen dar, und auch bei anderen Tieren 
und bei Pflanzen erwies sie sich als sehr effizient. 

Auslösen kann man eine RNA-Interferenz durch 
direkte Zugabe von RNA oder durch Expression des 
entsprechenden transgenen DNA-Konstrukts. Durch 
ein Konstrukt mit benachbarten Sense- und Anti- 
sense-Sequenzen entsteht eine Haarnadelschleife in 
der RNA (Abb. 15.21). Alternativ kann man auch ein 
einzelnes Transgen verwenden, flankiert von zwei 
Promotoren in jeweils unterschiedlicher Ausrichtung. 

Eine für Pflanzen charakteristische Form der RNA- 
Interferenz ist die homologe Cosuppression; gele- 
gentlich kommt diese auch bei anderen Organismen 
vor. Hierbei wird durch das Vorhandensein mehrerer 
Kopien eines Transgens die Expression verwandter 
Wirtsgene (und auch des Transgens selbst) verringert. 
Gelegentlich können einzelne Kopien von Transgenen, 
die einem endogenen Wirtsgen hochgradig homolog 
sind, ausreichen, um eine Cosuppression zu bewirken. 
Der Mechanismus variiert von Fall zu Fall etwas, resul- 
tiert jedoch in der Bildung einer dsRNA, die dann eine 
RNA-Interferenz auslöst. Mithilfe von Transgenen, die 
durch RNA-Viren übertragen werden, lässt sich eine 
homologe Cosuppression besonders effektiv auslösen. 
Dies funktioniert allerdings nur, wenn das Virus noch 
zur Replikation imstande ist. 


Mithilfe der RNA-Interferenz kann man die Ex- 
pression ausgewählter Gene abschalten. Für die 
RNA-Interferenz sind verschiedene Konstrukte ver- 
fügbar, von denen einige auch in das Wirtsgenom 
eingebaut und weitervererbt werden. 


Transgenik und Aufnahme 
von DNA in der Natur 


Entwicklungsgeschichtlich betrachtet sind wir alle 
transgene Organismen. Das menschliche Genom 
enthält eine signifikante Zahl von Genen bakteriel- 
len Ursprungs. Diese wurden wahrscheinlich in un- 
terschiedlichen Stadien der Entwicklungsgeschichte 
von verschiedenen Bakterien aufgenommen. Zusätz- 
lich besitzt der Mensch einige wenige Gene, die ur- 
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RNA-Interferenz tritt auf, wenn sowohl die Sense- als auch die Antisense-RNA eines Gens vorhanden sind und eine dsRNA 
bilden. Hier abgebildet sind zwei Konstrukte, welche die Synthese eines dsRNA-Moleküls steuern. Beim ersten Konstrukt 
(a) sind eine Sense- und eine Antisense-Region vorhanden, die Basenpaarungen miteinander ausbilden. Getrennt sind 
diese beiden Regionen durch eine Spacersequenz, die bei Basenpaarung eine Haarnadelschleife bildet. Das Konstrukt mit 
doppeltem Promotor (b) enthält zwei Promotoren - einen für den Sense-Strang und einen für den Antisense-Strang. Die 
beiden resultierenden RNA-Moleküle sind komplementär und bilden ein dsRNA-Molekül. Die dsRNA löst den Abbau der 


mRNA des entsprechenden Gens aus. 


sprünglich von anderen höheren Organismen stam- 
men. Einige davon wurden durch Retroviren über- 
tragen. Solche Übertragungen von Genen zwischen 
Organismen, die keine direkten Abkömmlinge sind, 
bezeichnet man im Allgemeinen als lateralen oder 
horizontalen Gentransfer. Genauso gut könnte man 
aber auch von „natürlicher Transgenese“ sprechen. 
In der Natur gibt es vor allem zwei Wege, auf 
denen Organismen genetisches Material von anderen 
Organismen erhalten: zum einen durch virale Trans- 
duktion und zum anderen durch direkte Aufnahme 
von DNA. Mikroorganismen können DNA durch 
Transformation aus ihrer Umwelt aufnehmen. Tiere 
nehmen DNA ständig zusammen mit anderen Be- 
standteilen ihrer Nahrung auf. Bestimmte Protozoen 
wie Paramecium und einige Amöben ernähren sich 
von Bakterien. Man vermutet, dass einige am fermen- 
tativen Stoffwechsel von Entamoeba beteiligten Gene 
von solchen aufgenommenen Bakterien stammen. 


Menschen und andere Säugetiere, ob Fleisch- 
oder Pflanzenfresser, nehmen ständig Nahrung zu 
sich, die beträchtliche Mengen DNA enthält. Auch 
wenn im Allgemeinen davon auszugehen ist, dass 
die aufgenommene DNA im Darmtrakt in Nucleo- 
tide abgebaut wird, ist das nicht immer der Fall. Wie 
Untersuchungen in jüngerer Zeit ergaben, bleibt ein 
sehr kleiner Teil der DNA in Form von Fragmenten 
moderater Größe (bis zu 1000 Basenpaaren) erhalten 
und passiert so die Darmwand des Tieres in den 
Blutkreislauf. Zumindest zeitweise lässt sich aus der 
Nahrung stammende DNA in verschiedenen Orga- 
nen nachweisen und kann auch die Placenta passie- 
ren und so in Feten und Neugeborene gelangen. 

Als Testmoleküle hat man DNA des Bakterienvi- 
rus M13 und das Gen für das grün fluoreszierende 
Protein verwendet. Vor kurzem konnte man natür- 
lich vorkommende DNA-Sequenzen des Gens für 
die pflanzenspezifische Ribulose-1,5-bisphosphat- 
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Carboxylase (Rubisco) mittels PCR aufspüren. All 
diese fremden DNA-Sequenzen fand man im Blut 
sowie in den Zellkernen verschiedener Gewebe von 
Tieren, welche die DNA aufgenommen hatten. Mit- 
unter wird die Fremd-DNA offenbar sogar in die 
chromosomale DNA der Wirte eingebaut. Bislang 
gibt es aber noch keinen Nachweis für die Expression 
von Genen aus DNA, die mit der Nahrung aufge- 
nommen wurde. Auch einen Einbau von DNA, die 
Mäuse mit der Nahrung zu sich genommen hatten, 
in die Keimbahn konnte man noch nicht nachweisen. 
Wie groß die Wahrscheinlichkeit ist, dass mit der 
Nahrung aufgenommene DNA das Genom infiltriert 
und exprimiert wird, ist nicht bekannt; sie scheint 
jedoch eher gering. Da eine riesige Zahl von Tieren 
über Millionen Jahre hinweg ihr ganzes Leben lang 
tagtäglich DNA mit der Nahrung aufgenommen hat, 
kann man sich vorstellen, dass dies ab und an vor- 
kommt. Die Tatsache, dass das menschliche Genom 
einen kleinen Prozentsatz an Fremdgenen enthält, 
spricht dafür, dass ein Einbau in die Keimbahn er- 
folgt - wenn auch äußerst selten. 

Aus rein theoretischer Sicht sollte man sich stets 
vor Augen halten, dass lebende Zellen weitaus mehr 
RNA als DNA enthalten. Die mit der Nahrung auf- 
genommene Menge an RNA übersteigt die Menge an 
DNA um mindestens das Zehnfache. Ob auch nur 
ein Teil dieser RNA lange genug überdauert, um die 
Darmwand zu passieren und in die Zellen der Tiere 
vorzudringen, wurde bislang noch nicht erforscht. 
Die Reverse Transkriptase (aus den in den meisten 
tierischen Genomen vorhandenen Retroelementen) 
könnte theoretisch aufgenommene RNA durch re- 


verse Transkription wieder in eine DNA-Kopie um- 
schreiben. Diese wird möglicherweise von Zeit zu 
Zeit in das Genom der Wirtszelle eingebaut. 


Kurze Fragmente der mit der Nahrung aufgenom- 
menen DNA können in Zellen gelangen und in die 
Wirtschromosomen eingebaut werden. Ob solche 
DNA auch in die Keimbahn von Säugetieren integ- 
riert werden kann, ist unbekannt. 
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Einführung 


Genetische Defekte können sich sehr unterschiedlich 
auswirken: von belanglos bis hin zu lebensbedroh- 
lich. Genetische Störungen wie Diabetes oder Mus- 
keldystrophie werden in der Regel als Krankheiten 
erachtet, andere hingegen, wie Gaumenspalten und 
Farbenblindheit als Erbdefekte. Bei allen handelt es 
sich jedoch um das Ergebnis von Mutationen des ge- 
netischen Materials, der DNA. Manche Krankheiten 
werden direkt durch Mutationen hervorgerufen, aber 
auch die Anfälligkeit für Infektionskrankheiten und 
andere schädliche Umwelteinflüsse wie Strahlung 
wird durch die Gene beeinflusst. 

Die genaue Mutationsrate abzuschätzen, ist recht 
schwierig. Beim Menschen und bei Menschenaffen 
liegt sie pro Generation bei ungefähr 5,0 x 108 pro 
Kilobase DNA. Bei Nagetieren beträgt die Rate nur 
etwa ein Zehntel davon, weil hier für die Bildung 
von Gameten aus Keimzellvorläufern weniger Zell- 
teilungen erforderlich sind. In der Keimbahn von 
Menschen und anderen Tieren sammelt sich also 
mit der Zeit eine beträchtliche Zahl von Mutationen 
an. Die meisten davon wirken sich kaum oder gar 
nicht aus, durch einen kleinen Prozentsatz entstehen 
jedoch schwere Erbdefekte. Im Internet ist unter der 
Bezeichnung OMIM (Online Mendelian Inheritance 
in Man) eine vollständige Auflistung der genetischen 
Störungen beim Menschen abrufbar (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM). 


Mutationen im menschlichen Genom sind die Ur- 
sache fur eine Vielzahl von genetischen Storungen 
und Erbkrankheiten. 


Genetische Storungen 
bei höheren Organismen 


Tritt in der DNA eines einzelligen Organismus eine 
Mutation auf, so wird diese durch die Zellteilung 
an alle Nachkommen weitergegeben. Bei vielzelli- 
gen Tieren ergibt sich eine komplexere Situation. 
Bei Tieren dienen nur die Zellen der Keimbahn der 
Fortpflanzung; aus ihnen gehen bei geschlechtsreifen 
Individuen die Eizellen und Spermien hervor. Die so- 
matischen Zellen, welche den übrigen Körper bilden, 
werden nicht an die nächste Generation weitergege- 


ben (s. Kap. 1). Bei der Entstehung von Krebs kommt 
es jedoch zu Mutationen somatischer Zellen; dieses 
Thema wird separat in Kapitel 18 behandelt. 

Höhere Organismen wie Tiere und Pflanzen 
sind normalerweise diploid und besitzen zwei Ko- 
pien (d.h. zwei Allele) jedes Gens. Wird eine der 
Kopien durch eine Mutation geschädigt, kann die 
andere Kopie diesen Verlust kompensieren. Da die 
meisten Mutationen relativ selten auftreten, ist es 
unwahrscheinlich, dass beide Allele eines Gens von 
Mutationen betroffen sind. Überdies sind die meis- 
ten nachteiligen Mutationen gegenüber dem Wildtyp 
rezessiv (Abb. 16.1 und Tabelle 16.1). Deshalb reicht 
ein einzelnes funktionsfähiges Allel für eine normale 
Entwicklung, und die defekte Kopie wirkt sich nicht 
merklich auf den Phänotyp aus. 

Dennoch weisen alle Menschen verstreut unter 
den 25000 menschlichen Genen einige wenige Muta- 


Aa AA Aa AA 


Aa AA Aa Aa AA 


AA aa Aa 


b Standardsymbole für einen Familienstammbaum 


[ | = männlich CHO = verheiratet 
® = weiblich 
© = betroffenes 
Individuum (farbig) 1 weibliches 
zZ = verstorben 
| ® = Inzestheirat 


16.1 Vererbung rezessiver Mutationen 
Normalerweise treten schädigende Mutationen nur in einer 
Kopie eines Gens auf. Daher besitzen die meisten Betroffe- 
nen eine normale Kopie (A) und eine mutierte Kopie (a) des 
Gens. Wenn jedoch zwei Menschen, die beide eine rezes- 
sive Mutation des gleichen Gens tragen, miteinander Kin- 
der bekommen, werden 25 % dieser Kinder beide mutierte 
Kopien erben und die entsprechende Krankheit haben. 


= verheiratet 
mit 3 Kindern: 
2 männliche, 
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tionen auf. Nahe Verwandte teilen erwartungsgemäß 
viele Defekte. Geschwister haben jeweils die Hälfte 
ihrer genetischen Information gemeinsam, ebenso 
Kinder mit ihren Eltern - aber natürlich nicht mit 
jedem dieselbe Hälfte. Daher ist bei Kindern, die aus 
Beziehungen naher Verwandter hervorgehen (z.B. 
Bruder/Schwester oder Vater/Tochter), die Wahr- 
scheinlichkeit, zwei Kopien desselben Defekts zu er- 
ben, also homozygot für das rezessive Allel zu sein, 
sehr stark erhöht (Abb. 16.2). 

Ehen zwischen nahen Verwandten, selbst Cousins 
und Cousinen, erhöhen die Wahrscheinlichkeit für 
das Auftreten von Erbkrankheiten. Dies kommt da- 
durch zustande, dass ein seltenes rezessives Allel, das 
bei einem Vorfahren vorhanden ist, auf beiden Seiten 
der Familie weitergegeben wurde, und nun ein Kind 
von beiden Seiten jeweils eine der defekten Kopien 
erbt. An den Königshäusern in Europa wurde lange 
darauf bestanden, dass die Kinder andere Adlige 
ehelichen. Daher kam es zwangsläufig zu vielen Ehen 


Tabelle 16.1 


zwischen nahen Verwandten und in der Folge zu 
zahlreichen Erbdefekten bei den Nachkommen. Am 
bekanntesten sind die Fälle von Hämophilie (Blu- 
terkrankheit). Aus Ehen zwischen Nichtverwandten 
hervorgehende Kinder sind nur dann von rezessiven 
Krankheiten betroffen, wenn durch Zufall jeweils ein 
Vorfahre von beiden Seiten der Familie Träger einer 
Kopie des defekten Allels war. Dies bildet auch die 
Grundlage für das in den meisten Gesellschaften vor- 
herrschende Inzesttabu. Welche Verwandtschaftsbe- 
ziehungen unter das Inzesttabu fallen, ist in den ver- 
schiedenen Kulturen jedoch äußerst unterschiedlich. 

Viele genetische Störungen wirken schon auf 
Spermienzellen, befruchtete Eizellen oder frühe Em- 
bryonalstadien tödlich und treten bei Erwachsenen 
erst gar nicht zutage. Trotzdem treten auch bei leben- 
den Menschen noch zahlreiche Erbdefekte auf. Einige 
der häufigsten Störungen sind auf Mutationen an ei- 
nem einzelnen Gen zurückzuführen (s. Tabelle 16.1). 
Soweit nicht anders angegeben, sind sie rezessiv - es 


Einige genetische Störungen beim Menschen, die auf einer Mutation eines einzelnen Gens beruhen 


Adenosin-Desaminase-Mangel (ADA-Mangel) 
ein Fehlen des Enzyms verursacht Immunschwäche 


selten 


erste Erbstörung, zur deren Behandlung eine Gentherapie zugelassen wurde 


cystische Fibrose 


Defekt beim lonentransport wirkt sich indirekt auf die Schleimsekretion in der 


Lunge aus 


Duchenne-Muskeldystrophie 
Abbau des Muskelgewebes 
Riesengen ist ein häufiges Ziel von Mutationen 


Fragiles-X-Syndrom 
häufige Form einer X-gebundenen geistigen Retardierung 


Hämophilie (Bluterkrankheit) 
Störung der Blutgerinnung 


myotone Dystrophie 
genetisch dominante Form der Muskeldystrophie 


Phenylketonurie (PKU) 

geistige Retardierung aufgrund eines Enzymmangels 
Nachweis bei Neugeborenen durch Urinanalyse 

durch spezielle Diät kann man die Symptome verhindern 


Sichelzellanämie 
Defekt der B-Kette von Hämoglobin 


1:2000 (weiße Bevölkerung) 
selten bei Asiaten 


1:3000 (Männer) 
(geschlechtsgebunden) 


1:1500 (Männer) 
1:3000 (Frauen) 
(geschlechtsgebunden) 


1:10000 (Männer) 
(geschlechtsgebunden) 


1:10000 


1:5000 (Westeuropa) 
anderswo selten 


1:400 (schwarze Bevölkerung der 
USA) 


Heterozygote sind resistent gegen Malaria, Homozygote erkranken 


häufig in Afrika 
erste identifizierte molekulare Krankheit 
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normaler normaler 
Elternteil Elternteil 
Aa AA 
Bruder Schwester 
Aa Aa 
aa 


homozygot rezessives Kind 
(mit Anomalie) 


16.2 Entstehung von homozygot rezessiven Indivi- 
duen durch Inzucht 

Ein Bruder und eine Schwester können beide ein mutier- 
tes Gen (a) von einem ihrer Eltern (in diesem Beispiel vom 
Vater) erben, sind aber dennoch nicht von der Krankheit 
betroffen, weil sie jeweils noch das zugehörige normale 
Gen ihrer Mutter geerbt haben. Wenn diese Geschwister 
jedoch miteinander ein Kind bekommen, kann dieses zwei 
Kopien des defekten Gens erben und die Symptome der 
genetischen Störung aufweisen. 


müssen also beide defekten Allele vorhanden sein, 
damit die Symptome auftreten. Große Gene bieten 
auch größere Ziele für zufällige Mutationen. Die 
Gene für cystische Fibrose, Muskeldystrophie und 
Phenylketonurie sind alle abnormal groß. Alle drei 
Krankheiten treten relativ häufig auf. 


Viele bekannte genetische Störungen sind auf 
homozygot rezessive Mutationen eines einzelnen 
Gens zurückzuführen. 


Auf mehreren Genen 
beruhende Erbdefekte 


Einige bekannte genetische Störungen fehlen in Tabel- 
le 16.1, weil daran mehrere Gene beteiligt sind. Diese 
kann man in zwei Kategorien unterteilen. Einige Mul- 
tigendefekte entstehen durch Wechselwirkungen zwi- 
schen mehreren Einzelgenen. Beispiele hierfür sind 


Gaumenspalte, Spina bifida (Spaltwirbel, „offener Rü- 
cken“), bestimmte Formen von Krebs und Diabetes. 

Andere Multigendefekte sind auf das Vorhan- 
densein einer zusätzlichen Kopie eines gesamten 
Chromosoms zurückzuführen. In den meisten Fällen 
sind Defekte, an denen ganze Chromosomen betei- 
ligt sind, letal, in einigen Fallen sind die Betroffenen 
jedoch lebensfahig. Am bekanntesten ist das Down- 
Syndrom. Es geht mit einer geistigen Retardierung 
einher und entsteht durch eine zusätzliche Kopie 
von Chromosom 21 (daher auch als Trisomie 21 be- 
zeichnet). Die Gesamthäufigkeit von Down-Syndrom 
liegt bei 1:800. Bei Erbdefekten mit zusätzlich auf- 
tretenden ganzen Chromosomen erfolgt ein Fehler 
häufig bei der Zellteilung in der gerade befruchteten 
Eizelle; daher sind diese nicht erblich. Die relative 
Wahrscheinlichkeit für ein solches Unglück steigt mit 
dem Alter der Mutter. Dennoch werden die meis- 
ten Kinder mit Down-Syndrom von jungen Müttern 
geboren, was ganz einfach daran liegt, dass mehr 
jüngere Frauen Kinder bekommen. Zusätzliche Ge- 
schlechtschromosomen treten bei etwa einem von 
1000 Individuen auf, wobei es drei relativ häufige 
Möglichkeiten gibt: XXY, XYY und XXX. Die XYY- 
Individuen sind dafür bekannt, dass sie angeblich 
zu Gewaltverbrechen neigen, und auch die anderen 
zeigen einige Anomalien. 


Auf den Wechselwirkungen mehrerer Gene beru- 
hende Erbdefekte sind schwierig zu analysieren. 


Störungen aufgrund von 
Haploinsuffizienz 


Mutationen, die einen Funktionsverlust bewirken, 
sind normalerweise rezessiv. Daher zeigt ein Defekt 
in nur einer der beiden Kopien eines diploiden Gens 
in den meisten Fällen kaum Auswirkungen. Nur sel- 
ten reicht eine funktionsfähige Kopie eines Gens 
nicht aus. Diese Situation bezeichnet man als Haplo- 
insuffizienz. Die meisten Fälle, bei denen es auf die 

„Dosis“ eines Gens ankommt, lassen sich durch die 

folgenden drei Gründe erklären: 

1. Einige Proteine werden in bestimmten Geweben 
in besonders hohen Mengen benötigt. In diesen 
Fällen kann es sein, dass ein einzelnes funktions- 
fähiges Gen keine ausreichend hohen Transkrip- 
tions- und Translationslevels ermöglicht. 


Dominante Mutationen können positiv oder negativ sein 
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2. Manche Proteine interagieren mit anderen Protei- 
nen in einem streng festgelegten Verhältnis. Dann 
kann es sich nachteilig auswirken, wenn einer 
dieser Bestandteile in einer abweichenden Menge 
produziert wird. 

3. Einige Regulationsnetzwerke reagieren auf eine 
quantitative Weise. Daher kann die absolute 
Menge der daran beteiligten regulatorischen 
Proteine für die richtige Funktion entscheidend 
sein. 


Ein Beispiel für den erstgenannten Fall ist das Protein 
Elastin. Es wird von dem ELN-Gen codiert, das auf 
Chromosom 7 in Bande 7q11 lokalisiert ist. Elastin 
ist in den elastischen Geweben von Haut, Lunge und 
Blutgefäßen enthalten. Bei Menschen mit einem ein- 
zelnen defekten ELN-Gen funktionieren die meisten 
elastischen Gewebe nach wie vor uneingeschränkt. 
Für die normale Funktion der extrem elastischen 
Aorta sind jedoch zwei Kopien des ELN-Gens er- 
forderlich. Bei nur einer Kopie des ELN-Gens kann 
nicht genügend Elastin für dieses Gewebe hergestellt 
werden. Dadurch kommt es zu einer Verengung der 
Aorta, die mitunter operativ behoben werden muss; 
der Fachbegriff dafür lautet angeborene supravalvu- 
läre Aortenstenose (SVAS). 


In der Regel reicht eine funktionsfähige Kopie eines 
Gens aus. Gelegentlich sind für eine optimale Akti- 
vität jedoch zwei funktionsfähige Kopien erforder- 
lich, sodass ein Defekt in einer Kopie einen Mangel 
hervorruft. 


Dominante Mutationen 
können positiv oder negativ 
sein 


Bisweilen verursacht eine Mutation eine Funktions- 
änderung oder sogar einen Funktionsgewinn bei dem 
resultierenden Genprodukt. In diesem Fall kann sich 
eine einzelne mutierte Kopie des Gens phänotypisch 
auswirken - d.h., die Mutation ist dominant. Mit 
einem Funktionsgewinn einhergehende Mutationen 
sind bei Erbkrankheiten relativ selten, jedoch häufig 
bei somatischen Mutationen, die Krebs verursachen 
(s. Kap. 18). 

Funktionsgewinnmutationen (oder Gain-of-func- 
tion-Mutationen) sind spezifischer als solche, die 


zu einem Funktionsverlust führen. Achondropla- 
sie oder chondrodystropher Zwergwuchs entsteht 
beispielsweise durch die Mutation einer einzelnen 
Kopie des FGFR3-Gens, das für den Fibroblasten- 
Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. fibroblast growth 
factor receptor, FGFR) Nr. 3 codiert. FGF-Rezepto- 
ren sind der Signalübertragung dienende Proteine; 
d.h. sie erhalten Signale an der Zellmembran und 
übertragen diese Information an den Zellkern. Nor- 
malerweise werden sie nur aktiviert, wenn sie ein 
Signal von außerhalb der Zelle erhalten (also den 
FGF binden). Von den meisten Mutationen wird 
dieser Rezeptor inaktiviert, bei einigen wenigen, ex- 
trem seltenen Mutationen entstehen allerdings Re- 
zeptoren, die trotz fehlendem externen Signal aktiv 
sind. Nur Mutationen, bei denen die Aminosäure 
Glycin an Position 380 durch Arginin ersetzt ist 
(Gly380Arg), verursachen Achondroplasie. Andere 
Mutationen an diesem Gen rufen auch andere Sym- 
ptome hervor. 

Als dominant-negative Mutationen bezeichnet 
man solche, bei denen das mutierte Protein seine 
eigene Funktion verliert und dieses defekte Protein 
zusätzlich die Funktion eines weiteren Proteins be- 
einträchtigt. Eine dominant-negative Mutation ent- 
steht also gewöhnlich durch das Vorhandensein eines 
veränderten, defekten Proteins. Mutationen dessel- 
ben Gens, durch die lediglich die Proteinsynthese 
aufgehoben wird, sind in der Regel rezessiv. 

Beim einfachsten Szenario für eine dominant-ne- 
gative Mutation bildet das betroffene Protein Oligo- 
mere. Wird durch eine Mutation die Proteinsynthese 
von einer Kopie des Gens verhindert, so reduziert 
sich einfach die Menge des synthetisierten Proteins 
um 50 %. Wenn durch das mutierte Allel jedoch 
ein verändertes Protein synthetisiert wird, kann es 
Bindungen mit normalen Kopien dieses Proteins ein- 
gehen und dadurch inaktive Komplexe bilden. Das 
kann schließlich sogar dazu führen, dass fast gar 
kein aktives Protein mehr verfügbar ist (Abb. 16.3). 
Viele Transkriptionsfaktoren binden als Dimere an 
die DNA und sind daher besonders anfällig für do- 
minant-negative Effekte. 

Proteine, die Ionenkanäle bilden, sind ebenfalls 
empfindlich für dominant-negative Effekte. Das 
mit Herzrhythmusstörungen einhergehende Roma- 
no-Ward-Syndrom entsteht durch eine dominante 
Mutation in dem Gen KVLQTI. Dieses codiert für 
ein Protein, das zusammen mit anderen am Aufbau 
eines transmembranen Kaliumkanals beteiligt ist. 
Bestimmte defekte KVLQT1-Proteine können zwar 
noch die zur Bildung des Kanals erforderliche Bin- 
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dung eingehen, beeinträchtigen aber die Funktion 
des Kanals. Bei diesem Syndrom ist die Aktivität auf 
nur noch 20 % verringert. 


Auf dominanten Mutationen beruhende genetische 
Störungen sind selten. Häufig sind sie auf ein ver- 

ändertes Protein zurückzuführen, das nicht nur de- 
fekt ist, sondern zudem noch die Funktion anderer 
Proteine beeinträchtigt. 


DNA i typ DNA mutier 
Transkription und 
Translation 
Y > 


Wildtypprotein mutiertes Protein 


Proteinfaltung 


_ A Be 


normal defekt 


Zusammenbau der 
Untereinheiten 


Y % 
funktionsfähig nicht funktionsfähig 


16.3 Dominant-negative Mutationen 
Dominant-negative Mutationen treten auf, wenn die de- 
fekte Kopie eines Gens die funktionsfähige beeinträchtigt. 
Beispielsweise kann ein defektes Protein an ein normales 
binden und dadurch dessen Funktion einschränken. Im ab- 
gebildeten Fall entfalten die Proteine ihre Funktion als Di- 
mere. Ist das durch das mutierte Gen produzierte Protein 
defekt, bildet aber dennoch Dimere aus, so werden drei 
Viertel der gebildeten Komplexe funktionsunfähig sein. 


Schädliche Tandem-repeats 
und dynamische Mutationen 


Bei einigen genetischen Störungen ist der Defekt 
nachweislich auf ein Tandem-repeat aus drei Basen 
innerhalb der codierenden Region eines Proteins zu- 
rückzuführen. Bei den drei Basen handelt es sich in 
der Regel um CAG (im codierenden Strang), die für 
Glutamin codieren. Das Wildtypallel enthält mehre- 
re CAG-repeats, die mehrere hintereinanderfolgende 
Glutamineinheiten im codierten Protein zur Folge 
haben. Die mutierten Allele enthalten eine erhöhte 
Zahl dieser Wiederholungen, wodurch Proteine mit 
längeren Polyglutaminbereichen (Abb. 16.4) entste- 
hen. Unterhalb einer bestimmten Zahl (im Allgemei- 
nen im Bereich von fünf bis 30) sind diese Wieder- 
holungen relativ harmlos und stabil. Oberhalb dieser 
Schwelle verursachen die Mutationen Krankheiten. 
Zusätzlich ist die Zahl der Wiederholungen instabil 
und steigt tendenziell mit jeder Generation, manch- 
mal auf über 100. Deshalb spricht man bisweilen 
auch von dynamischen Mutationen. Allgemein gilt: 
Je höher die Zahl der Tandem-repeats, desto schlim- 
mer die pathogenen Auswirkungen, und desto früher 
setzt die Krankheit ein. 

Alle bekannten, durch Polyglutamin/CAG-Wie- 
derholungen verursachten Defekte rufen neurode- 
generative Erkrankungen hervor, die sich spät ma- 
nifestieren. Fast alle sind autosomal dominant. Stets 
führen die ausgedehnten Polyglutaminabschnitte 
dazu, dass die Proteine zu Aggregaten verklumpen, 
die schließlich Nervenzellen zum Absterben bringen. 
Verschiedene durch CAG-repeats verursachte Er- 
krankungen betreffen unterschiedliche Proteine, die 
in verschiedenen Nervengeweben in unterschiedli- 
chem Maße exprimiert werden. Folglich ergeben sich 
auch abweichende klinische Symptome. Die wohl 
bekannteste Erkrankung ist Chorea Huntington, die 
an Position 4p16 auf Chromosom 4 lokalisiert ist. 
Betroffen ist in diesem Fall offenbar der Transport 
von Vesikeln in Nervenzellen; die Folgen sind ein 
Verlust der Kontrolle über die Gliedmaßen, geistige 
Störungen und Demenz. 

Tandem-repeats, die sich instabil ausdehnen, 
können auch außerhalb von codierenden Sequenzen 
auftreten. In einigen Fällen sind diese harmlos, in 
anderen beeinflussen sie die Expression von Ge- 
nen in der Umgebung - mit verheerenden Folgen. 
Das gilt beispielsweise für Fragiles-X-Syndrom. Der 
Name bezieht sich auf eine fragile Stelle im langen 
Arm des X-Chromosoms, deren Auswirkungen man 
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a Abschnitt aus CAG-Tripletts in der DNA 
normale DNA-Replikation 


1 2 3 
5% CAG CAG neuer Strang 7 
3 SUE a i — Matrizenstrang Sy 
ey 
2 4 5 6 


Zurückrutschen verursacht Duplikation 


tau È 


neuer Strang 33 
ee ene LETE, Matrizenstrang _ 5" 
abe og <a a TE 6 


8 


1 2 3 4 5 6 7 
s RE TERS) TER) TCHS) TE TERS TERE TERE reversane 3 


b Abschnitt aus Polyglutaminbereichen im Protein 


<35 Glu >40 Glu 


ann O 


mutiertes Protein 


Wildtypprotein 


fo fo 


korrekte Konformation 


Proteinfaltung 


veränderte 
Konformation 


normale Funktion Verklumpung 


Q 


16.4 Tandem-repeats von CAG und Polyglutaminbereiche 
a Lange Abschnitte von CAG in der DNA können zu Fehlern bei der Replikation führen. Enthält eine Keimbahnzelle Ab- 


schnitte aus sechs CAG-Wiederholungen, so rutscht die DNA-Polymerase bisweilen bei der Replikation ab, sodass sich 
an dem neuen Strang eine Schleife bildet. Bei der Meiose enthält einer der Gameten dann acht statt sechs CAG-repeats. 
b Normalerweise enthält das Protein weniger als 30 Glutaminreste und liegt in der korrekten Konformation vor. Bei mehr 
als 40 CAG-repeats verhindern die zusätzlichen Glutaminreste die korrekte Faltung des Proteins, was dazu führen kann, 


dass das Protein zu Klumpen aggregiert. 
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mikroskopisch erkennen kann. Die Tandem-repeats 
können bewirken, dass das Chromosom in zwei Teile 
zerbricht, oder die Region wird lediglich noch durch 
einen dünnen Faden Material zusammengehalten. 
Fragiles-X-Syndrom betrifft etwa einen von 4500 
Männern und geht mit einer geistigen Retardierung 
einher. Bei Frauen tritt dieses Syndrom seltener auf 
und äußert sich weitaus weniger schlimm. Dieser Un- 
terschied ist in erster Linie darauf zurückzuführen, 
das Frauen zwei X-Chromosomen besitzen, Männer 
hingegen nur eines. Allerdings kommt auch noch ein 
unterschiedliches Imprinting hinzu (s. weiter unten). 

Fragiles-X-Syndrom entsteht aufgrund von 
Tandem-repeats von CGG innerhalb der 5’-nicht- 
translatierten Region des FMRI-Gens in der Bande 
Xq27 des betroffenen X-Chromosoms (Abb. 16.5). 
In der Wildtypform finden sich ungefähr 30 Ko- 
pien von CGG. Wie bei den zuvor beschriebenen 
CAG-repeats ist auch hier die Anzahl der Wie- 
derholungen instabil und zeigt die Tendenz, mit 
jeder Generation anzusteigen. Bei einem Anstieg auf 
50 bis 200 Wiederholungen sind noch keine Sym- 
ptome zu beobachten. Die Kinder solcher Träger 
weisen aber häufig mehr als 200 Wiederholungen 
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16.5 Fragiles X 

Zwischen dem Promotor und dem Gen für FMRT befindet 
sich eine Abfolge von rund 30 CGG-repeats. Diese sind 
normalerweise im mRNA-Transkript vorhanden, werden 
aber nicht in Protein translatiert. Durch Fehler der DNA- 
Polymerase bei der Replikation steigt die Zahl dieser 
Wiederholungen. Treten mehr als 200 Wiederholungen 
auf, werden die CG-Sequenzen stark methyliert. Die RNA- 
Polymerase kann das Gen dann nicht transkribieren, und 
es wird kein Protein produziert. 


auf und zeigen Krankheitssymptome. Bei der vollen 
Ausdehnung kann das Allel für Fragiles-X-Syndrom 
bis zu 1300 CGG-Wiederholungen aufweisen. Diese 
CGG-repeats werden zwar nicht in Proteine transla- 
tiert, fungieren aber als CG-Inseln und sind zumeist 
methyliert. Das verhindert die Transkription des 
FMRI-Gens, das die Synthese von Proteinen in den 
synaptischen Verbindungen von Nervenzellen regu- 
liert. Neben geistiger Retardierung hat dieser Defekt 
auch noch weitere Symptome zur Folge. Eine weitere 
Stelle für Fragiles X (als FraX-E bezeichnet) befindet 
sich im FMR2-Gen, rund 600 kb distal des FMRI- 
Gens (FraX-A). 


Bestimmte Mutationen bestehen aus zahlreichen 
Tandem-repeats aus drei Basen (d.h. eines vollstän- 
digen Codons). Wie schwer sich diese Mutationen 
auswirken, hängt von der Zahl der Wiederholungen 
ab. Da diese meist mit jeder Generation zunimmt, 
spricht man von dynamischen Mutationen. 


Störungen bei Imprinting 
und Methylierung 


Genetisches Imprinting (genetische Prägung) beruht 
auf den Auswirkungen der Methylierung auf die Gen- 
expression. Im typischen Fall ist nur eine Kopie eines 
Gens methyliert, um seine Expression zu verhindern. 
Zum Imprinting kommt es, wenn die in den Game- 
ten vorhandenen Methylierungsmuster überdauern 
und sich auf die Genexpression in dem neu entste- 
henden Organismus auswirken. Bei einigen wenigen 
Genen unterscheidet sich das Methylierungsmuster 
in den männlichen und weiblichen Gameten. Ob 
eine bestimmte Kopie eines Gens exprimiert wird, 
kann folglich davon abhängen, ob es von dem Vater 
oder von der Mutter geerbt wurde. Solche vererbten 
Veränderungen, die nicht auf Veränderungen der 
DNA-Sequenz zurückzuführen sind, bezeichnet man 
als epigenetisch. 

Das Prader-Willi-Syndrom und das Angelman- 
Syndrom entstehen durch Defekte in benachbarten 
Genen auf Chromosom 15 an den Banden 15q11- 
q13, die der genetischen Prägung unterliegen. Die 
Herkunft dieser Region aus dem Spermium oder 
aus der Eizelle bestimmt ihr Methylierungsmuster 
und somit das Muster der Genexpression (Abb. 16.6). 
Etwa 75 % der Fälle von Prader-Willi-Syndrom und 


Störungen bei Imprinting und Methylierung 443 


Exkurs 16.1 


RNA-Funktionsgewinn in Tandem-repeats 


Manche durch Triplettwiederholungen hervorgerufenen 
Krankheiten äußern sich in komplexen Symptomen, die 
sich nicht alleine durch Veränderungen der Proteinstruk- 
tur oder der Genexpression erklären lassen. Es scheint 
vielmehr, als würde ein verändertes RNA-Molekül, das 
die Triplettwiederholung trägt, sich direkt nachteilig aus- 
wirken. Man spricht bei dieser ungewöhnlichen Situation 
von „RNA-Funktionsgewinn“ (engl. RNA gain of function). 
Ein Beispiel hierfür ist die myotone Dystrophie, die durch 
eine instabile CTG-Wiederholung verursacht wird. Diese 
befindet sich in der 3’-nichttranslatierten Region des 
DMPK-Gens auf Chromosom 19913. Die wiederholte 
Sequenz taucht zwar in der transkribierten RNA auf 
(als CUG-repeat), aber nicht im Proteinprodukt. Diese 
Wiederholung verhindert eine Prozessierung der mRNA 
und ihren Transport ins Cytoplasma. Die Folge ist ein 
Mangel an dem Protein DMPK (Dystrophia myotonica- 
Proteinkinase). Knockout-Mäuse mit defektem DMPK- 


Gen zeigen jedoch nur einige der Symptome der myoto- 
nen Dystrophie. 

Diese weiteren Symptome beruhen auf der direkten 
Wirkung der RNA, die den CUG-repeat beinhaltet (Abb.). 
In RNA bilden lange Abschnitte aus CUG-Tandem-repeats 
eine stabile Haarnadelschleife mit einem einzelnen lan- 
gen Stil. Diese RNA bleibt im Zellkern und bindet dort an 
mehrere Proteine, vor allem an die durch doppelsträn- 
gige-RNA aktivierte Proteinkinase PKR. Dieses Enzym 
ist Bestandteil eines Abwehrsystems gegen Viren und 
wird durch Bindung an dsRNA aktiviert. Aktivierte PKR 
phosphoryliert mehrere Zielproteine, darunter auch den 
Translationsfaktor elF2«. Dadurch soll in von Viren infi- 
zierten Zellen die Proteinsynthese abgeschaltet werden. 
Infolge der Abscheidung weiterer Proteine, die Kern-RNA 
binden, und der Störung ihrer normalen Funktion bei Pro- 
zessierung und Spleißen der RNA treten noch eine Reihe 
weiterer nachteiliger Wirkungen auf. 
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Entstehung einer Haarnadelschleife durch Faltung und Basenpaarung 
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Angelman-Syndrom werden durch Deletionen ver- 
ursacht. Seltener sind sie die Folge von Punktmuta- 
tionen, von Fehlern beim Imprinting oder entstehen, 
weil beide Kopien von Chromosom 15 von einem 
Elternteil geerbt wurden. Das Prader-Willi-Syn- 
drom entwickelt sich, wenn die väterliche Kopie von 
15q11-q13 deletiert oder mutiert und die mütterliche 
Kopie dieser Region methyliert ist. Das Angelman- 
Syndrom beruht hingegen auf einem Funktionsver- 
lust von Genen auf dem von der Mutter stammenden 
Chromosom und einer Methylierung des väterlichen 
Chromosoms. Durch diese Imprinting-Muster wer- 
den funktionsfähige Kopien dieser Gene abgeschal- 
tet, was zu den entsprechenden Defekten führt. Beide 


a die 15q11-13-Imprinting-Region 


Syndrome gehen mit geistiger Retardierung einher, 
unterscheiden sich aber in anderen damit in Verbin- 
dung stehenden Symptomen. Das Prader-Willi-Syn- 
drom ist beispielsweise durch starkes Übergewicht, 
das Angelman-Syndrom durch Wachstumsstörungen 
und Hyperaktivität gekennzeichnet. 


Die Methylierungsmuster einiger weniger Gene 
unterscheiden sich, je nachdem, ob sie vom männ- 
lichen oder vom weiblichen Elternteil stammen. 
Wenn eine Kopie eines solchen Gens defekt oder 
durch Methylierung inaktiviert ist, können daraus 
komplexe Syndrome resultieren. 
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16.6 Prader-Willi-Syndrom und Angelman-Syndrom 


a Auf Chromosom 15 befindet sich zwischen 15911 und 15q13 eine durch Imprinting geprägte Region. Das väterliche 
Chromosom exprimiert die blau unterlegten Gene und schaltet die rot unterlegten aufgrund von Imprinting ab. Im mütter- 
lichen Chromosom werden die rot dargestellten Gene exprimiert und die blauen methyliert. Bei einem normalen diploiden 
Individuum wird jeweils eine einzelne Kopie jedes Gens - vom väterlichen oder mütterlichen Chromosom - exprimiert. 

b Beim Prader-Willi-Syndrom ist die väterliche Kopie von Chromosom 15 zwischen Region 15q11 und 15q13 deletiert. 
Auf der anderen Kopie von Chromosom 15 sind diese Gene zwar (in blau dargestellt) vorhanden, aber aufgrund von Im- 
printing abgeschaltet. Sie verlieren ihre Funktion damit vollständig. 
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Mitochondriale Defekte 


Das mitochondriale Genom macht nur einen Bruch- 
teil der gesamten genetischen Information einer tie- 
rischen Zelle aus. Das Kerngenom des Menschen 
enthält nur etwa 100 mb codierende DNA, das 
Mitochondriengenom nur 15,4 kb codierende mi- 
tochondriale DNA (mtDNA). Insofern erfolgt die 
überwiegende Mehrzahl der Mutationen, die codie- 
rende DNA betreffen, in der Kern-DNA. Überdies 
enthalten die meisten Zellen Tausende von Kopien 
der mtDNA, sodass sich eine Mutation eines Gens 
bei einer der Kopien kaum auf den gesamten Or- 
ganismus auswirkt. Da jede Mutation meist ihren 
Ursprung auf einem einzelnen mtDNA-Molekül hat, 
ist es höchst unwahrscheinlich, dass diese sich in 
der Mitochondrienpopulation ausbreitet und fixiert 
wird. Trotzdem betrifft ein überraschend hoher An- 
teil genetischer Störungen die mtDNA. 

Das liegt unter anderem daran, dass mtDNA eine 
weitaus höhere Mutationsrate aufweist als Kern-DNA. 
In den Mitochondrien ereignen sich viel mehr Oxida- 
tionsschäden an der DNA, hervorgerufen durch re- 
aktive Sauerstoffspezies, wie sie in der Atmungskette 
entstehen. Zudem gibt es in den Mitochondrien weni- 
ger Reparatursysteme, und die mtDNA ist nicht durch 
Histone geschützt. Weiterhin kann es passieren, dass 
Mitochondrien sehr viel mehr Zellteilungen durch- 
laufen als die Zellen, in denen sie sich befinden. (Die 
mtDNA von Tieren evolviert sehr schnell, bei Pflanzen 
herrscht jedoch eine ganz andere Situation. Pflanzliche 
mtDNA ist deutlich größer [150 kbp gegenüber 2,5 
Mbp], enthält Introns und evolviert relativ langsam.) 

Spermienzellen steuern im Rahmen der Be- 
fruchtung Kern-DNA zur Zygote bei, aber nicht ihre 
mtDNA. Folglich stammen sämtliche Mitochondrien 
eines Individuums von einem Vorfahren der weibli- 
chen Eizelle oder Oocyte, die ungefähr 100000 Ko- 
pien der mtDNA enthält. Trotzdem liegt die Mutati- 
onsrate der mtDNA etwa zehnmal höher als die der 
Kern-DNA. Offensichtlich gibt es bei der Replikation 
der mtDNA einen Flaschenhals. Bei der Entwicklung 
der primordialen Keimzellen zu Oocyten teilen sich 
nur wenige ihrer Mitochondrien und bringen Nach- 
kommen hervor (Abb. 16.7). Dadurch können sich 
Mutationen in der Mitochondrienpopulation einer 
bestimmten Zelllinie ausbreiten. 

Genetische Störungen, die auf Mutationen in den 
Mitochondrien beruhen, werden über die mütterli- 
che Linie vererbt. Weist die gesamte Population der 
Mitochondrien einer einzelnen Zelle die Mutation 


auf, so spricht man von Homoplasmie; enthält die 
Zelle sowohl mutierte als auch normale Mitochond- 
rien, nennt man dies Heteroplasmie. Wie schwer der 
Defekt ist, hängt teilweise vom proportionalen Anteil 
defekter Mitochondrien ab, der bei Individuen mit 
der gleichen Mutation variieren kann. 

Mitochondrien sind in hohem Maße darauf spe- 
zialisiert, durch Atmung Energie zu erzeugen; daher 
beeinflusst eine Mehrzahl der mitochondrialen Gene 
die Atmungskette (Abb. 16.8). Infolgedessen wirken 
sich fast alle genetischen Defekte der mtDNA auf 
die Zellatmung aus und führen zu einer geringeren 
Energieproduktion. Aufgrund des unterschiedlichen 
Energiebedarfs verschiedener Gewebe haben Defekte 
der Mitochondrien auch unterschiedlich starke Aus- 
wirkungen auf diese Gewebe. Besonders anfällig sind 
wegen ihres hohen Energieverbrauchs Gehirn und 
Muskulatur. 

Das durch Neuropathie, Ataxie und Retinitis pig- 
mentosa gekennzeichnete NARP-Syndrom beruht 
auf Veränderungen an Position 8993 des mtDNA- 
Moleküls. Sie betreffen das ATP6-Gen, das für einen 
Bestandteil der ATP-Synthase codiert. Dieses Enzym 
koppelt normalerweise Energie von der Atmungs- 
kette an die Synthese von ATP. Die Mutation führt zu 
einem Mangel an ATP als Energiequelle für die Zelle. 
Am stärksten betroffen sind Nerven- und Muskelzel- 
len. Die Störung äußert sich beispielsweise in Form 
von Muskelschwäche, Demenz, Lähmungen und 
gestörten Sinneswahrnehmungen. Die Symptome 
treten auf, wenn 70-90 % der Mitochondrien von der 
Mutation betroffen sind. Bei einer Rate von mehr als 
90 % sterben die Betroffenen in der Regel bereits im 
Kindesalter. 

Das MERRF-Syndrom, eine mitochondriale Myo- 
pathie, die durch myoklonische Epilepsie und zottige 
rote Fasern (engl. ragged red fibers, RRF) charakte- 
risiert ist, entsteht aufgrund eines Defekts des mito- 
chondrialen Gens für Lysin-tRNA. In den meisten 
Fallen liegt die Punktmutation A8344G (A zu G an 
Position 8344 des mtDNA-Molekiils) zugrunde. Die 
defekte tRNA hat zur Folge, dass weniger mitochon- 
driale Proteine synthetisiert werden und dadurch 
die Atmung verringert ist. Dies führt zu zeitweiligen 
Lähmungen, mangelhafter Muskelkoordination und 
dem Verlust von Muskelzellen. Die Bezeichnung RRF 
beziehungsweise zottige rote Fasern bezieht sich auf 
Klumpen defekter Mitochondrien, die in Muskelzel- 
len aggregieren und ursprünglich durch einen roten 
Farbstoff sichtbar gemacht wurden. Die Symptome 
treten auf, wenn mindestens 90 % der Mitochondrien 
in Nerven- und Muskelzellen betroffen sind. 
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16.7 Der Flaschenhals der mitochondrialen DNA 

In primordialen Keimzellen (unten) tritt bei rund 50 % der Mitochondrien eine Mutation (rot) auf. Bei der Entwicklung zu 
primären Oocyten werden nur wenige Mitochondrien weitergegeben. Daher enthalten einige Oocyten nur wenige betrof- 
fene Mitochondrien (Oocyte ganz oben), einige überwiegend defekte Mitochondrien (Mitte) und andere etwa gleich hohe 
Anteile von beiden (unten). Wenn sich die primären Oocyten zu reifen Eizellen entwickeln, steigt die Zahl der Mitochond- 
rien an, aber das Verhältnis von mutierten zu normalen bleibt in jeder Zelllinie gleich. 
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16.8 Karte der mitochondrialen DNA des Menschen 
Die Gene der mitochondrialen DNA codieren für tRNA, 
rRNA und Proteine, die der Energiegewinnung dienen. Die 
tRNA-Gene sind durch die Einzelbuchstabensymbole für 
Aminosäuren gekennzeichnet. Die beiden rRNA-Gene sind 
16S und 12S. Die übrigen Gene codieren jeweils für Prote- 
ine in den Komplexen |, Ill, IV und V der Atmungskette. 


Mutationen im mitochondrialen Genom führen 
ebenfalls zu genetischen Störungen, die meist die 
Erzeugung von Energie betreffen. Im Gegensatz zu 
Mutationen der Kerngene werden Mutationen in 
den Mitochondrien ausschließlich über die mütterli- 
che Linie vererbt. 


Identifizieren, Lokalisieren 
und Klonieren defekter Gene 


Die Natur von Mutationen sowie Techniken zu deren 
Analyse, wurden bereits in den vorherigen Kapiteln 
behandelt. Mittlerweile wurde das menschliche Ge- 
nom vollständig sequenziert. Deshalb steht prinzipiell 
für alle Gene, welche die beobachteten genetischen 
Störungen hervorrufen, die DNA-Sequenz zur Ver- 
fügung. In der Praxis erweist es sich jedoch nicht 
immer als so einfach, bestimmte Symptome mit einem 
spezifischen Gen in Zusammenhang zu bringen. Hier 


sollen nun einige der allgemeinen Methoden skizziert 
werden, mit denen man die für Erbdefekte verant- 
wortlichen Gene identifiziert und ihre Position auf 
den menschlichen Chromosomen ermittelt. Um die 
Identität eines Gens zu bestätigen, wird dieses norma- 
lerweise zunächst kloniert und danach weiter gene- 
tisch analysiert. Nach dieser allgemeinen Einführung 
werden dann noch zwei Beispiele im Detail betrachtet: 
cystische Fibrose und Duchenne-Muskeldystrophie. 
Um herauszufinden, welche Gene eine genetische 
Störung hervorrufen, analysiert man zunächst die 
Symptome und erstellt daraufhin eine Hypothese, 
welche Proteine wahrscheinlich daran beteiligt sind. 
Dann wählt man aus der Liste der charakterisierten 
Gene mögliche Kandidatengene aus und unterzieht 
diese weiteren Analysen. Daher spricht man biswei- 
len auch von der Klonierung von Kandidatengenen 
(engl. candidate cloning). Weil bislang nur relativ 
wenige menschliche Gene charakterisiert wurden, 
ist diese Methode nur selten erfolgreich. Durch die 
starke Ausweitung der Forschungen auf den Gebieten 
der Genomik und Proteomik in jüngster Zeit werden 
jedoch immer mehr Funktionen von Säugetiergenen 
entschlüsselt, sodass sich diese Methode in der nahen 
Zukunft noch als sehr wertvoll erweisen könnte. 
Durch die Verwendung von Modellorganismen, 
insbesondere von Mäusen, kann die Methode ver- 
bessert werden. Für die überwiegende Mehrzahl der 
menschlichen Gene gibt es homologe Gene bei Mäu- 
sen. Im Gegensatz zu Menschen kann man an Mäu- 
sen jedoch direkt genetische Versuche durchführen. 
Wie bereits in Kapitel15 beschrieben, kann man 
Mäuse erzeugen, bei denen beide Kopien eines aus- 
gewählten Gens künstlich inaktiviert wurden. Solche 
Knockout-Mäuse kann man dann auf Symptome 
untersuchen. Derzeit sind einige umfangreiche Pro- 
gramme im Gang, systematisch Mäuse mit Knock- 
out-Mutationen zu erzeugen, die jedes einzelne der 
rund 25000 Gene von Säugetieren betreffen. Anhand 
der dadurch gewonnenen Informationen sollte es 
möglich sein, auch die Gene des Menschen mit be- 
stimmten Symptomen in Verbindung zu bringen. 
Die funktionelle Klonierung (engl. functional clo- 
ning) geht von einem bekannten Protein aus, von dem 
man annimmt, dass es an einer genetischen Störung 
beteiligt ist. Zunächst wird die Aminosäuresequenz 
des Proteins ermittelt. Heute erfolgt dies mit ziemli- 
cher Sicherheit durch Massenspektrometrie von Pep- 
tidfragmenten, die durch Proteaseverdau des Proteins 
erzeugt wurden. Anschließend leitet man von der 
Proteinsequenz die codierende Sequenz des Gens ab 
und synthetisiert eine Oligonucleotidsonde. Mithilfe 
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dieser Sonde kann man dann durch Hybridisierung 
eine cDNA-Bibliothek überprüfen (s. Kap. 3). Eine Al- 
ternative hierzu ist, die Sonde an einen festen Träger 
zu koppeln, um damit ein spezifisches mRNA-Mole- 
kül aus einem Pool zellulärer mRNA herauszufischen. 
In letzterem Fall wird aus der gereinigten mRNA eine 
einzelne spezifische cDNA erzeugt. Die vollständige 
cDNA wird dann sequenziert, um zu bestätigen, dass 
die DNA mit dem Originalprotein übereinstimmt. 

Anschließend muss das Gen in einer spezifischen 
Region auf einem bestimmten Chromosom lokalisiert 
werden. Das kann durch Radiation-hybrid-mapping 
oder durch Hybridisieren mittels einer DNA-Sonde 
mit einem Fluoreszenzmarker (z.B. durch FISH, 
s. Kap. 3) erfolgen. Die klonierte DNA aus der Ziel- 
region wird dann - eingebaut in einen Vektor, der 
große Inserts aufnehmen kann, wie ein Cosmid oder 
YAC - einem Screening unterzogen, um die Position 
stärker einzuengen. 

Ist die Natur des Genprodukts unbekannt, führt 
man eine Positionsklonierung (engl. positional clo- 
ning) durch. In diesem Fall muss man das Gen für 
die Erkrankung zumindest näherungsweise durch eine 
genetische Methode kartieren, bevor man weitere Ana- 
lysen auf DNA-Basis durchführen kann. Am einfachs- 
ten sind Fälle mit einer größeren, lichtmikroskopisch 
erkennbaren Chromosomenanomalie wie einer Dele- 
tion, Inversion oder Translokation. Dadurch lässt sich 
der Defekt einer spezifischen Bande eines bestimm- 
ten Chromosoms zuordnen. Ansonsten kann man das 
schadhafte Gen durch Kopplungsanalysen an Indivi- 
duen von Familien, die von der genetischen Störung 
betroffen sind, in der Nähe anderer genetischer Marker 
lokalisieren. Diese anderen Marker können bekannte 
Gene sein, meist handelt es sich jedoch um RFLPs, 
VNTRs oder andere Sequenzpolymorphismen. 

Durch eine solche genetische Kartierung kann 
man ein Gen auf rund 1000 kb genau lokalisieren. 
Ein solcher DNA-Abschnitt kann zwischen zehn und 
50 Gene enthalten, je nach Gendichte in diesem 
Bereich des Genoms. Danach wird die DNA aus der 
vermuteten Region, wie zuvor für die funktionelle 
Klonierung beschrieben, kloniert. Im Fall der Positi- 
onsklonierung liegt jedoch kein zuvor identifiziertes 
Protein vor, anhand dessen man auf das korrespon- 
dierende Gen hin analysieren kann. Deshalb muss 
die genetische Störung auf der Ebene der DNA iden- 
tifiziert werden. Die verdächtige DNA kann man 
dann mit verschiedenen Methoden auf das Vorhan- 
densein funktioneller Gene überprüfen: 

1. Das Vorhandensein eines offenen Leserasters deu- 
tet auf eine potenzielle codierende Sequenz hin. 


Hierbei ist zu beachten, dass bei höheren Organis- 
men die codierenden Sequenzen normalerweise 
in mehrere Exons fragmentiert sind, die durch 
nichtcodierende Introns unterbrochen sind. Diese 
Introns können sehr lang sein und haben häufig 
einen größeren Anteil an der Gesamtlänge des 
Gens als die Exons. 


. In der DNA von Wirbeltieren finden sich strang- 


aufwärts der transkribierten Regionen häufig 
CpG-(oder CG-)Inseln. Das sind GC-reiche 
Abschnitte, die aus regulatorischen Gründen 
zumeist methyliert vorliegen. Erkennen kann man 
sie am Vorhandensein mehrerer Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme, deren Erkennungssequenzen 
ausschließlich aus C und G bestehen (z.B. schnei- 
det Hpall an C/CGG). 

Codierende DNA evolviert tendenziell langsamer 
als nichtcodierende DNA. Folglich hybridisiert 
die codierende DNA eines Tieres häufig mit DNA 
von verwandten Organismen, während das bei 
nichtcodierender DNA nicht der Fall ist. Zur 
Identifikation der codierenden DNA wird oft ein 
sogenannter Zoo-blot durchgeführt. 

Aus den am stärksten von einer Erbkrankheit 
betroffenen Geweben extrahierte mRNA sollte sig- 
nifikante Mengen mRNA enthalten, die von dem 
Verursachergen stammt. Anhand der Hybridisie- 
rung kann man feststellen, ob die DNA-Sequenzen 
der Kandidatengene mit denen im mRNA-Pool 
übereinstimmen. (Davon ausgehend, dass das 
fragliche Gen in entsprechend hoher Menge expri- 
miert wird. Das gilt im Allgemeinen für Gene, 
die für Strukturproteine und Enzyme codieren, 
aber nicht für solche, die für regulatorische Pro- 
teine codieren. Man sollte hierbei auch beachten, 
mRNA von einer gesunden Person zu isolieren, 
weil das Gen bei Patienten, die unter der Störung 
leiden, möglicherweise nicht transkribiert wird.) 
Schließlich sollten sich bei der Sequenzierung von 
DNA aus gesunden und betroffenen Individuen 
Unterschiede ergeben - sofern das verdächtigte 
Gen tatsächlich für die genetische Störung verant- 
wortlich ist. 


Zur Klonierung von Genen, die genetische Störun- 
gen beim Menschen verursachen, werden verschie- 
dene Methoden angewandt. Einige beruhen darauf, 
dass die Position des Gens bekannt ist, andere auf 
der Funktion des Gens. Informationen von Modell- 
organismen mit entsprechenden Defekten haben 
sich häufig als sehr hilfreich erwiesen. 
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Cystische Fibrose 


Etwa eines von 2000 weißen Kindern leidet unter 
cystischer Fibrose. Diese auch als Mucoviscidose 
bekannte Erkrankung geht auf eine homozygot-re- 
zessive Mutation zurück. Mit anderen Worten, ein 
Kind leidet dann an der Krankheit, wenn es von 
jedem Elternteil jeweils eine defekte Kopie des Gens 
geerbt hat. Individuen mit einem einzelnen defekten 
Allel sind Träger, zeigen aber keine Symptome, denn 
eine einzelne Wildtypversion des Gens reicht für eine 
normale Gesundheit aus. 

Das von dem Gen für cystische Fibrose codierte 
Protein wird als CFTR-Protein (für engl. cystic fibro- 
sis transmembrane conductance regulator) bezeichnet 
und fungiert in der Zellmembran als Kanal für Chlo- 
ridionen. Bei gesunden Menschen kann dieser Ka- 
nal nach Bedarf der Zelle geöffnet oder geschlossen 
werden. Das CFTR-Protein besteht aus einer Reihe 
Membran-durchspannender Untereinheiten mit ei- 
nem zentralen Kontrollmodul (Abb. 16.9). Ist an das 
Kontrollmodul eine Phosphatgruppe gebunden, so 
ist der Kanal offen; nach Entfernen der Phosphat- 
gruppe schließt er sich. 

Bei Patienten mit cystischer Fibrose ist die Steu- 
erung des Chloridkanals defekt. Dies wirkt sich wie- 
derum auf eine Reihe weiterer Prozesse aus. Am 
schlimmsten ist die abnorme Zähflüssigkeit des 
Schleimes, der die Lungen auskleidet und schützt. 
Aufgrund des Mangels an Chloridionen enthält der 
Schleim einen geringeren Wasseranteil. Dadurch ver- 
stopfen die Bronchien, und auf dem Schleim können 
sich schädliche Mikroorganismen ansiedeln. Die Epi- 
thelzellen der Luftwege sterben ab und werden durch 
fibröses Narbengewebe ersetzt, daher der Name der 
Krankheit. Der Patient leidet schließlich unter akuter 
Atemnot. 

Die generelle Position des Gens für cystische 
Fibrose (innerhalb von zwei Millionen Basenpaa- 
ren) stellte man durch Screening einer großen Zahl 
genetischer Marker (RFLPs) bei Familienmitglie- 
dern von betroffenen Patienten fest. Man fand das 
Gen auf dem langen Arm (q) von Chromosom 7 
zwischen den Banden q21 und q31. Durch Subklo- 
nierung dieser Region des Chromosoms in grofen 
Abschnitten fand man heraus, dass das Gen für 
cystische Fibrose 250000 Basenpaare und 24 Exons 
umfasst und für ein Protein aus 1480 Aminosäuren 
codiert (Abb.16.10). Da für die Codierung von 
1480 Aminosäuren lediglich 4440 Basenpaare erfor- 
derlich sind, bestehen nur knapp 2 % des Gens für 


Stelle der 


N-Terminus F508-Deletion 


NBF1 
(Nucleotid- 


bindungsfalte 1) 
Schaltmodul 


(bindet Phosphatgruppe) 


C-Terminus 


16.9 Das CFTR-Protein transportiert Chloridionen 
Das CFTR-Protein besteht aus zwolf hydrophoben Unter- 
einheiten, welche die Zellmembran durchspannen. Verbun- 
den sind diese zwölf Abschnitte über kleine Schleifen, mit 
Ausnahme der Abschnitte 6 und 7: Diese sind über eine 
große Proteinschleife verbunden. In der dreidimensionalen 
Konfiguration bilden die zwölf Transmembranabschnitte 
zusammen einen Kanal, und die große Proteinschleife re- 
guliert, ob er Kanal geöffnet oder geschlossen ist. 


cystische Fibrose aus codierender DNA, den Rest 
bilden Introns. 

In Nordamerika weisen ungefähr 70 % der von 
cystischer Fibrose Betroffenen den gleichen Gen- 
defekt auf. Sie alle haben eine kleine Deletion von 
drei Basen, die für die Aminosäure Phenylalanin 
an Position 508 des normalen Proteins codieren. In 
Dänemark sind 90 % der Fälle von cystischer Fibrose 
auf diese AF508-Deletion zurückzuführen (F steht im 
Einbuchstabencode für Phenylalanin), in Mittelasien 
dagegen lediglich 30 %. Die anderen Fälle von cysti- 
scher Fibrose beruhen auf mehr als 500 verschiede- 
nen Mutationen, die genetische Untersuchungen sehr 
erschweren. 

Die Verbreitung und die relative hohe Häufigkeit 
der AF508-Deletion legen nahe, dass sie vor viel- 
leicht 2000 Jahren in Westeuropa entstanden sein 
muss und einer positiven Selektion unterlag. Zwei 
defekte Kopien des CFTR-Gens wirken sich extrem 
nachteilig aus, Heterozygote mit einem AF508-Allel 
und einem normalen Allel zeigen nur eine mäßige 
Verringerung von Ionenfluss und Wassertransport. 
Dadurch entsteht zwar keine cystische Fibrose, aber 
es reicht aus, dass bei Diarrhö ein signifikanter 
Flüssigkeitsverlust auftritt. Solche Heterozygoten 
sind resistenter gegenüber den Auswirkungen von 
Darminfektionen wie Typhus und Cholera, die we- 
gen der ausgeprägten Diarrhö zur Austrocknung 
führen. 
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Das Gen für cystische Fibrose 

erstreckt sich über einen extrem 

großen DNA-Bereich (250 000 Nuc- 

leotide) und enthält 24 Exons. Nach 

Transkription und Spleißen umfasst 

die mRNA nur noch 6129 Nucleo- 

tide, zum größten Teil besteht das Protein 


Gen also aus Introns. 


Der primäre Defekt bei cystischer Fibrose betrifft 
ein Transportprotein für Chloridionen. Als Sekun- 
däreffekt sammelt sich in den Lungen zähflüssiger 
Schleim an, der den Nährboden für bakterielle 
Infektionen bildet. Heterozygote mit nur einem 
defekten CFTR-Gen zeigen eine Resistenz gegen In- 
fektionskrankheiten, die zur Austrocknung führen. 


Muskeldystrophie 


Es gibt mehrere Formen von Muskeldystrophien. Bei 
diesen Erkrankungen kommt es zu einem Schwund 
des Muskelgewebes, der einen frühen Tod zur Fol- 
ge hat, meist im Alter von rund 20 Jahren. Eine 
Heilungsmöglichkeit ist nicht bekannt. Die häufigste 
Form, die Duchenne-Muskeldystrophie, beruht auf 
Defekten des Proteins Dystrophin. Dieses spielt eine 
Rolle bei der Bindung der kontraktilen Filamente an 
die Membranen von Muskelzellen (Abb. 16.11). 

Das für diese Krankheit verantwortliche DMD- 
Gen ist geschlechtsgebunden und findet sich auf der 
Bande Xp21 in der Nähe des kurzen Armes (p) des 
X-Chromosoms (Abb. 16.12). Weil das Y-Chromo- 
som kürzer ist als das X-Chromosom, gibt es für viele 
Gene, die auf dem X-Chromosom liegen, keine ent- 
sprechenden Gegenstücke auf dem Y-Chromosom. 
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16.11 Dystrophin bindet Actin an die Zellmembran 


Das Protein Dystrophin verankert die langen Actinfilamente 
uber Glykoproteinwechselwirkungen an der Membran der 
Muskelzellen. Die gleichen Glykoproteine verankern die 
Zellmembran an der Basallamina in den extrazellularen 
Bereichen. 


Daher besitzt das weibliche Geschlecht zwei Kopien 
des DMD-Gens, das männliche hingegen nur eine. 
Ist die einzige im männlichen Geschlecht vor- 
handene Kopie eines geschlechtsgebundenen Gens 
defekt, so kann dies nicht durch eine entsprechende 
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16.12 Das DMD-Gen ist geschlechtsgebunden 
DMD liegt auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms. 
Weil Männer nur ein X-Chromosom besitzen, ist nur das 
männliche Geschlecht von Duchenne-Muskeldystrophie 
betroffen. 


zweite Kopie ausgeglichen werden, und es kommt zu 
schweren Symptomen. Bei nur einer defekten Kopie 
im weiblichen Geschlecht treten gewöhnlich keine 
Symptome auf, aber solche Frauen sind Träger. Die 
Hälfte der männlichen Nachkommen dieser Frauen 
werden die Krankheit bekommen. Dadurch ergibt 
sich ein Vererbungsmuster, bei dem ausschließlich die 
männlichen Familienmitglieder unter der Krankheit 
leiden. Abbildung 16.13 zeigt einen Familienstamm- 
baum, bei dem mehrere Vertreter eine X-gebundene 
rezessive Krankheit tragen. Im Schnitt erben zwei 
Drittel der Patienten mit Duchenne-Muskeldystrophie 
die Krankheit von ihren Müttern, das andere Drittel 
erkrankt infolge von Neumutationen; diese entstehen 
mit einer Häufigkeit von etwa 1:10 000 Gameten. 

Das DMD-Gen ist sogar noch eigenartiger als 
das Gen für cystische Fibrose. Es macht etwa 1,5 % 
der gesamten Länge des X-Chromosoms aus und ist 
länger als das gesamte Genom einiger Bakterien. Es 
enthält ungefähr 75 Exons und mehr als zwei Millio- 
nen Basenpaare, von denen weniger als 1 % tatsäch- 
lich für das Protein codieren. Trotzdem handelt es 
sich bei dem codierten Protein Dystrophin um ein 
gigantisches Protein. Es besteht aus 4000 Aminosäu- 


weibliche Träger 


männliche Familienmitglieder mit dem Defekt 


16.13 X-gebundene rezessive Krankheit in einer 
Familie 

Das Gen „A“ liegt auf dem X-Chromosom. Im männlichen 
Geschlecht ist nur ein X-Chromosom vorhanden, auf dem 
Y-Chromosom liegt keine entsprechende Kopie des Gens 
(symbolisiert durch „-“). Daher wird jedes männliche 
Familienmitglied, das eine Kopie des defekten Allels („a“) 
erhält, die Krankheit bekommen. 


ren und ist damit ungefähr zehnmal so groß wie ein 
durchschnittliches Protein. Solche riesigen codieren- 
den Sequenzen stellen größere Ziele für nachteilige 
Mutationen dar. Das erklärt, warum die Mutations- 
rate für das DMD-Gen mehr als zehnmal höher ist 
als die typischer menschlicher Gene. Bei den meisten 
Betroffenen ist der Defekt auf Änderungen in nur 
einem oder einigen wenigen Basen des DMD-Gens 
zurückzuführen. Rund 10 % der Betroffenen weisen 
jedoch eine Deletion auf, die das gesamte oder einen 
großen Teil des DMD-Gens umfasst. 

Bei einem Patienten mit Duchenne-Muskeldys- 
trophie war die Deletion groß genug, dass man sie 
mit dem Lichtmikroskop in der Region Xp21 des 
X-Chromosoms lokalisieren konnte. Mithilfe der 
Methode der subtraktiven Hybridisierung klonierte 
man mit der DNA dieses Patienten die DNA, die bei 
dieser Deletion fehlte. Bei dieser Methode ist das zu 
klonierende DMD-Gen in der DNA einer gesunden 
Person vorhanden. Die DNA-Probe mit der DMD- 
Deletion dient dazu, andere, unerwünschte Gene der 
gesunden DNA durch Hybridisierung zu entfernen. 
Zurück bleibt die gesunde Kopie des DMD-Gens, die 
dann zur weiteren Analyse auf einen Vektor kloniert 
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wird. (Für Details zur Klonierung durch subtraktive 
Hybridisierung s. Kap. 3). 


Es sind mehrere Typen erblicher Muskeldystro- 
phien bekannt und recht gut auf genetischer Ebene 
charakterisiert. 


Genetische Analysen 
und Beratung 


Wie bereits erläutert, ist das Risiko, Kinder mit ge- 
netischen Störungen zu bekommen, bei Ehen naher 
Verwandter erhöht, weil hierbei nachteilige rezessive 
Allele zusammenkommen können. In ähnlicher Wei- 
se gilt, dass zwei Menschen aus nicht miteinander 
verwandten Familien, in denen aber jeweils die glei- 
che Erbkrankheit aufgetreten ist, besser darauf ver- 
zichten sollten, miteinander Kinder zu bekommen. 
Mittlerweile kann man jedoch mehr als nur allgemei- 
ne Ratschläge erteilen. Für eine zunehmende Zahl an 
Genen können angehende Eltern nun auf genetische 
Erkrankungen mit hohem Risiko überprüft werden. 
Typischerweise erfolgt dies mittels einer Hybridisie- 
rungssonde (s. Kap.3) oder PCR-Analyse (s. Kap. 4). 
Dadurch lässt sich feststellen, ob in einer DNA-Probe 
der Testperson eine mutierte Kopie des Gens vorhan- 
den ist. Werden Ehepartner beide positiv auf eine re- 
zessive Störung getestet, dann müssen sie selbst ent- 
scheiden, ob sie das Risiko eingehen wollen, Kinder 
zu bekommen, oder nicht. Wenn bei einer rezessiven 
Erkrankung beide Eltern Träger sind, wird eines von 
vier Kindern die Krankheit haben. 

Bei den genetischen Analysen gibt es ein grund- 
legendes Problem: Die Fähigkeiten, genetische Stö- 
rungen festzustellen, sind bei weitem fortschrittlicher 
als die Möglichkeiten, diese zu heilen. So kann eine 
solche Analyse eine Störung aufzeigen, gegen die 
man noch nichts tun kann. Das kann für die Betrof- 
fenen eine hohe psychische Belastung bedeuten. Die 
autosomal dominante Erkrankung Chorea Hunting- 
ton geht beispielsweise mit Bewegungsstörungen und 
Demenz einher und verläuft schließlich tödlich. Die 
Symptome treten normalerweise ab einem Alter von 
etwa 30 Jahren auf, bei manchen Patienten aber auch 
erst im Alter von über 60. Genetische Analysen kön- 
nen den Betroffenen helfen zu entscheiden, ob sie 
Kinder bekommen möchten. Sie erfahren dadurch 
aber auch, dass sie selbst irgendwann eine unheil- 
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16.14 Phenylketonurie 

Phenylalanin-Hydroxylase katalysiert die Umwandlung 
von Phenylalanin in Tyrosin. Bei Fehlen dieses Enzyms 
reichert sich Phenylalanin an und wirkt toxisch auf das 
Nervensystem. 


bare, tödliche Krankheit bekommen werden. Auch 
einige Formen von Krebs und koronare Herzerkran- 
kungen haben eine genetische Komponente (oft sind 
sie multigen). Die Analysen können die Betroffenen 
veranlassen, krankheitsauslösende Faktoren zu mei- 
den. Andererseits kann ein solches Wissen aber auch 
zur Belastung werden, wenn die Behandlung kompli- 
ziert und/oder nur teilweise von Erfolg gekrönt ist. 
Bisweilen ermöglichen genetische Analysen ein 
erfolgreiches Eingreifen in den Krankheitsverlauf, 
durch eine Veränderung der Ernährung oder der 
Lebensweise. Der klassische Fall ist die Phenylke- 
tonurie. Hierbei bewirkt das Fehlen des Enzyms 
Phenylalanin-Hydroxylase, dass sich Phenylalanin 
anreichert und ein Mangel an dem Produkt Tyrosin 
herrscht (Abb. 16.14). Überschüssiges Phenylalanin 
wirkt als Nervengift. Unbehandelt führt diese Krank- 
heit zu schweren Schädigungen des Zentralnerven- 
systems, und die Patienten werden lebenslange Pfle- 
gefälle. Durch eine Phenylalanin-arme Ernährung 
kann man jedoch eine Anreicherung dieser Ami- 
nosäure vermeiden und diese Probleme weitgehend 
entschärfen. Phenylketonurie tritt mit einer Häufig- 
keit von 1:10000 Lebendgeburten auf. In Industrie- 
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nationen werden innerhalb der ersten Lebenswoche 
anhand von Blutproben Routinetests auf diese Er- 
krankung durchgeführt. Im späteren Leben, wenn 
die Entwicklung des Nervensystems weitgehend ab- 
geschlossen ist, können die strikten Einschränkun- 
gen der Ernährung etwas gelockert werden. 

Wenn ein verlässlicher Test verfügbar ist, herrscht 
im Allgemeinen Übereinstimmung, dass ein Scree- 
ning von Neugeborenen gerechtfertigt ist, sofern 
die Krankheit ausreichend häufig vorkommt (etwa 
1:10000 und häufiger), schlimme Schädigungen ver- 
ursacht und eine Behandlung möglich ist, durch die 
sich die Erkrankung deutlich lindern lässt. 

Man kann auch schon Embryonen in frühen 
Stadien der Schwangerschaft testen. Dazu werden 
Proben des Fruchtwassers (der Amnionflüssigkeit) 
entnommen, das auch einige Zellen des Fetus enthält. 
Diese Fruchtwasseruntersuchung nennt man Am- 
niocentese. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, 
extraembryonales fetales Gewebe zu untersuchen. Bei 
einer genetischen Analyse dieser Zellen kann man 
beispielsweise feststellen, ob der Fetus homozygot für 
eine rezessive Erkrankung ist. Embryonen mit Erb- 
krankheiten können dann abgetrieben werden, wenn 
die Eltern das möchten. Heute werden auch durch 
künstliche Befruchtung erzeugte Embryonen gene- 
tisch untersucht, bevor man sie implantiert. Dadurch 
wird ein Abort vermieden, sollte sich ein schlimmer 
Gendefekt herausstellen. 


Für eine große und stetig wachsende Zahl von 
Erbkrankheiten stehen heute genetische Analysen 
zur Verfügung. Leider sind die meisten genetischen 
Störungen bislang noch nicht heilbar. 


» Weiterführende Literatur 


Antonarakis SE, Epstein CJ (2006) The challenge of Down 
syndrome. Trends Mol Med 12: 473-479 

Butland SL, Devon RS, Huang Y, Mead CL, Meynert AM, 
Neal SJ, Lee SS, Wilkinson A, Yang GS, Yuen MM, 
Hayden MR, Holt RA, Leavitt BR, Ouellette BF (2007) 


CAG-encoded polyglutamine length polymorphism in 
the human genome. BMC Genomics 8: 126 

Edwards CA, Ferguson-Smith AC (2007) Mechanisms regu- 
lating imprinted genes in clusters. Curr Opin Cell Biol 
19: 281-289 

Feinberg AP (2007) Phenotypic plasticity and the epigenet- 
ics of human disease. Nature 447: 433-440 

Gadsby DC, Vergani P, Csanädy L (2006) The ABC protein 
turned chloride channel whose failure causes cystic 
fibrosis. Nature 440: 477-483 

Green NS, Dolan SM, Murray TH (2006) Newborn screen- 
ing: Complexities in universal genetic testing. Am J 
Public Health 96: 1955-1959 

Hore TA, Rapkins RW, Graves JA (2007) Construction and 
evolution of imprinted loci in mammals. Trends Genet 
23: 440-448 

Jirtle RL, Skinner MK (2007) Environmental epigenomics 
and disease susceptibility. Nat Rev Genet 8: 253-262 

Krokan HE, Kavli B, Slupphaug G (2004) Novel aspects of 
macromolecular repair and relationship to human dis- 
ease. / Mol Med 82: 280-297 

Li SH, Li XJ (2004) Huntingtin-protein interactions and the 
pathogenesis of Huntington’s disease. Trends Genet 
20: 146-154 

Nithianantharajah J, Hannan AJ (2007) Dynamic mutations 
as digital genetic modulators of brain development 
function and dysfunction. Bioessays 29: 525-535 

Ollero M, Brouillard F, Edelman A (2006) Cystic fibrosis 
enters the proteomics scene: New answers to old ques- 
tions. Proteomics 6: 4084-4099 

Orr HT, Zoghbi HY (2007) Trinucleotide repeat disorders. 
Annu Rev Neurosci 30: 575-621 

Paul S (2007) Polyglutamine-mediated neurodegeneration: 
Use of chaperones as prevention strategy. Biochemis- 
try (Moscow) 72: 359-366 

Ranum LP, Cooper TA (2006) RNA-mediated neuromuscu- 
lar disorders. Annu Rev Neurosci 29: 259-277 

Ranum LP, Day JW (2004) Myotonic dystrophy: RNA patho- 
genesis comes into focus. Am / Hum Genet 74: 793- 
804 

Reik W (2007) Stability and flexibility of epigenetic gene 
regulation in mammalian development. Nature 447: 
425-432 

Sangiuolo F, D’Apice MR, Gambardella S, Di Daniele N, 
Novelli G (2004) Toward the pharmacogenomics of 
cystic fibrosis - an update. Pharmacogenomics 5: 861- 
878 

Taylor RW (2005) Gene therapy for the treatment of mito- 
chondrial DNA disorders. Expert Opin Biol Ther 5: 
183-194 


Gentherapie 


Gentherapie oder Gentechnik? 

Grundlegende Prinzipien der Gentherapie 
Reparatur von Genen durch Crossing-over mit Oligonucleotiden 
Aggressive Gentherapie 

Adenoviren als Vektoren für die Gentherapie 
Gentherapie mit Adenoviren bei cystischer Fibrose 
Adeno-assoziierte Viren 

Gentherapie mit Retroviren 

Gentherapie mit Retroviren bei SCID 

Nichtvirale Gentherapie 

Liposomen und Lipofektion in der Gentherapie 
Aggressive Gentherapie gegen Krebs 
Antisense-RNA und andere Oligonucleotide 
Aptamere - Blockieren von Proteinen mit RNA 
Ribozyme in der Gentherapie 


Weiterführende Literatur 


17 


456 Gentherapie 


Gentherapie oder Gentechnik? 


Durch gentechnische Eingriffe wird ein Organismus 
dauerhaft verändert, sodass er diese Veränderun- 
gen stabil weitervererbt. Bei vielzelligen Organismen 
setzt dies die bewusste Modifikation der DNA in den 
Zellen der Keimbahn voraus. Eine Gentherapie ist 
weniger dauerhaft: Es werden lediglich in einem Teil 
des Körpers eines Patienten Veränderungen an den 
Genen vorgenommen. So kann man beispielsweise 
bei Patienten mit cystischer Fibrose eine partielle 
Heilung erzielen, indem man das Wildtypgen in die 
Lunge einführt. Diese Modifikationen werden jedoch 
nicht weitervererbt - die Allele in den Keimbahnzel- 
len bleiben defekt. 

Echte gentechnische Modifikationen am Men- 
schen sind bislang noch Zukunftsmusik. Derzeit sind 
gentechnische Eingriffe auf nichtmenschliche Lebe- 
wesen beschränkt und haben zur Entstehung von 
transgenen Pflanzen und Tieren geführt, wie in den 
Kapiteln 14 und 15 beschrieben. Die Verbesserung 
der menschlichen Spezies durch selektive Fortpflan- 
zung bezeichnet man als Eugenik. Die ursprünglichen 
Pläne von Eugenikern sahen vor, nach äußeren, visu- 
ellen Merkmalen und medizinischer Untersuchung 
„höherwertige“ Menschen auszuwählen und gezielt 
zur Fortpflanzung zu bringen - ähnlich wie bei preis- 
gekrönten Rasseschweinen oder Hunden mit Stamm- 
baum. Heute ist ein Stadium erreicht, in dem gezielte 
Veränderungen des menschlichen Genoms auf der 
Ebene der DNA technisch möglich geworden sind, 
wenn auch noch in recht plumper Art und Weise. 


Durch gentechnische Eingriffe kann man bei Orga- 
nismen Veränderungen erzeugen, die stabil vererbt 
werden. Bei der Gentherapie macht man sich die 
Genetik zunutze, um Krankheiten zu heilen, verän- 
dert dabei aber nicht die Zellen der Keimbahn. Des- 
halb sind diese Modifikationen auch nicht erblich. 


Grundlegende Prinzipien 
der Gentherapie 


Am einfachsten lässt sich die Gentherapie bei gene- 
tischen Störungen einsetzen, die auf einem Defekt in 
einem einzelnen Gen beruhen und die folglich nur 
auftreten, wenn beide Kopien des Gens defekt sind 


- also bei rezessiven Erkrankungen. Durch Einfügen 
einer einzelnen normalen Kopie des Gens lassen sich 
solche Defekte heilen. In diesen Fällen spricht man 
mitunter auch von Genersatztherapie. Darüber hi- 
naus vereinfacht es die Behandlung natürlich, wenn 
die Krankheit überwiegend nur ein Organ oder ei- 
nige wenige Organe betrifft. Eine Genersatztherapie 
umfasst die folgenden Hauptschritte: 

Identifikation und Charakterisierung des Gens, 
Klonierung des Gens, 

Auswahl des Vektors, 

Methode der Verabreichung, 

Expression des Gens. 


De 


Als ersten Schritt identifiziert man den Gendefekt 
und kloniert eine normale Kopie des betreffenden 
Gens (s.Kap.10). Danach muss man das Gen in 
den Patienten einbringen. Dazu ist es erforderlich, 
einen passenden Vektor und eine geeignete Über- 
tragungsmethode auszuwählen. Zusätzlich muss das 
Vektor/Gen-Konstrukt so beschaffen sein, dass es 
nach Einfügen in den Patienten eine entsprechende 
Expression des Gens ermöglicht. Die Übertragung 
des Gens kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. 
Das Vektor/Gen-Konstrukt kann beispielsweise ins 
Blut oder in ein anderes Gewebe injiziert oder in 
Form eines Sprays über die Nase und die Luftwege 
verabreicht werden. In einigen Fällen entnimmt man 
dem Patienten Zellen, modifiziert diese in Kultur und 
pflanzt sie anschließend wieder ein. Diese Methode 
nennt man ex vivo-Gentherapie, weil der eigentliche 
gentechnische Eingriff außerhalb des Patienten statt- 
findet. (Im Gegensatz dazu spricht man bisweilen bei 
direkter Verabreichung des Vektor/Gen-Konstrukts 
an den Patienten von „in vivo-Gentherapie“.) 

Im Labor erfolgen die meisten Manipulationen 
mit Genen, die auf bakteriellen Plasmiden trans- 
portiert werden. Zwar wurde gelegentlich auch eine 
Gentherapie direkt mit Plasmid-DNA durchgeführt, 
die ein therapeutisches Gen enthielt, häufiger nutzte 
man jedoch spezialisierte Verabreichungssysteme. 
In den meisten Fällen dient ein modifiziertes Virus 
als Vektor. Da Viren jedoch Krankheitserreger sind, 
muss man sie zunächst genetisch unschädlich ma- 
chen, bevor man sie in der Gentherapie einsetzen 
kann. Bei ungefähr 70 % der am Menschen durch- 
geführten Gentherapien wurden virale Vektoren ein- 
gesetzt (Tabelle 17.1). Dabei fanden vor allem zwei 
Hauptgruppen von Viren Verwendung: Retroviren 
und Adenoviren. Bei einer geringen Zahl von Fällen 
wurde die DNA in Liposomen oder mithilfe einer 
Genkanone verabreicht. 
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Tabelle 17.1 Zur Gentherapie eingesetzte Verabrei- 
chungssysteme 
Behandlungen | 
verwendeter Vektor Zahl Prozent 
Retrovirus 273 2574 
Adenovirus 269 25,0 
andere Viren 201 18,7 
nackte DNA oder RNA 187 17,4 
Liposomen 93 8,6 
Genkanone 5 0,5 
nicht klassifiziert 42 3,9 
insgesamt 1076 100,0 


Stand von 2005. Aktuelle Daten über die Zahl und 
die Formen der Gentherapiebehandlungen finden sich 
auf der Webseite des Journal of Gene Medicine: 
http://www.wiley.co.uk/wileychi/genmed/clinical/ 


Bei der Genersatztherapie wird eine funktionsfä- 
hige Kopie des für den Gendefekt verantwortlichen 
Gens eingefügt. Am weitaus häufigsten erfolgt die 
Übertragung mithilfe eines modifizierten Virus als 
Vektor. 


Reparatur von Genen 
durch Crossing-over mit 
Oligonucleotiden 


Bei dem Begriff Genersatztherapie geht man nor- 
malerweise davon aus, dass das gesamte defekte Gen 
durch eine vollständige funktionsfähige Kopie des 
Gens ersetzt wird. Bei einigen genetischen Störungen 
erfolgt jedoch nur der Austausch einer einzelnen 
Base, oder eine Gruppe eng miteinander verbunde- 
ner Basen wird verändert. In diesen Fällen kann man 
das Gen auch „reparieren“ statt ersetzen. Das kann 
durch ein Crossing-over mit einem relativ kurzen, 
doppelsträngigen Oligonucleotid erfolgen, das die 
Wildtypsequenz trägt (Abb. 17.1). 

Durch Verwendung eines RNA-DNA-Hybrid- 
oligonucleotids lässt sich die Häufigkeit des Cros- 
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17.1 Reparatur eines defekten Gens durch Crossing- 
over mit einem Oligonucleotid 

Zur Reparatur eines Gens kann man ein spezielles Oligo- 
nucleotid synthetisieren, das eine korrekte Kopie einer 
kurzen, spezifischen Region eines defekten Gens liefert. 
Dieses Oligonucleotid soll ein gezieltes Crossing-over mit 
dem defekten Abschnitt des Gens ermöglichen. 


sing-overs erhöhen. Solche Hybridmoleküle gehen 
nachweislich eher ein Crossing-over ein als eine dop- 
pelsträngige DNA. Zusätzlich kann man die Enden 
des Oligonucleotids durch Bildung von Haarnadel- 
schleifen schützen und so einen Abbau durch Exonu- 
cleasen verhindern. Diese Technik befindet sich noch 
in der Versuchsphase. 


Kleine lokale Gendefekte kann man mithilfe relativ 
kurzer Oligonucleotide reparieren, statt das Gen 
durch ein vollständiges funktionsfähiges Gen zu 
ersetzen. 


Aggressive Gentherapie 


Ursprünglich lag der Gentherapie die Idee zugrunde, 
genetische Störungen durch Ersetzen defekter Gene 
zu heilen. Eigentlich gibt es aber keinen Grund dafür, 
warum eine Gentherapie nur „defensiv“ sein und 
Defekte unterdrücken sollte. Man könnte auch in die 
Offensive gehen und Gene liefern, deren Produkte 
eine Krankheit heilen, obwohl diese Gene mit der 
eigentlichen Ursache des Problems nichts zu tun ha- 
ben. Die besten Beispiele für eine solche aggressive 
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Tabelle 17.2 Ziele für Gentherapiebehandlungen 


Krebs 715 66,4 
Einzelgendefekte 95 8,8 
Gefäßerkrankungen 92 8,6 
Infektionskrankheiten 72 0,7% 
andere Krankheiten 33 Sal 
investigativ 69 6,4 
insgesamt 1076 100,0 


Gentherapie liefert die Behandlung von Krebs und 
nicht die Heilung von Erbkrankheiten. Hier lautet 
das Ziel, die Krebszellen abzutöten. Wie aus Tabel- 
le 17.2 zu ersehen, zielen die meisten Gentherapiebe- 
handlungen inzwischen auf Krebs ab. 


Bei der aggressiven Gentherapie werden uner- 
wünschte Zellen mithilfe von Genen abgetötet oder 
zerstört. Besonders nützlich ist diese Therapie 
gegen Krebs. 


Adenoviren als Vektoren 
für die Gentherapie 


Adenoviren sind relativ einfache doppelsträngige 
DNA-Viren, die Menschen und andere Wirbeltiere 
infizieren. Das Viruspartikel besteht aus einem ein- 
fachen ikosaederförmigen Capsid, das ein einzelnes 
lineares dsSDNA-Molekül aus ungefähr 36000 Ba- 
senpaaren enthält (Abb. 17.2). Die Enden der DNA 
sind jeweils durch ein terminales Protein geschützt. 
Das Capsid besteht aus 240 Hexonen, das sind je- 
weils Trimere des Hexonproteins. Benannt sind die 
Hexone nach ihrer sechszähligen Symmetrie. Jedes 
ist wiederum von sechs benachbarten Hexonen um- 
geben. Vom Hexonprotein ragen Schleifen aus der 
Virenoberfläche hervor. Adenoviren werden anhand 
ihrer Reaktion auf Antikörperbindung in 50 Sero- 
typen unterteilt. Diese Variation beruht größtenteils 
auf den Schleifen des Hexonproteins. 


Hexon 


terminales 
Protein 


17.2 Struktur eines Adenovirus 

Adenoviren bestehen aus einem ikosaederförmigen Capsid 
mit 20 Flächen und zwölf Eckpunkten. Jede Fläche wird 
aus Hexonen gebildet (gelbe Kugeln). An jedem der Eck- 
punkte befindet sich eine Pentonbasis (rote Kugeln) und 
ein als Fiber bezeichneter Fortsatz (schwarz). Die Proteine 
Illa, VI, VIII und IX stabilisieren das Capsid. Innerhalb des 
Capsids befindet sich eine doppelsträngige DNA, deren En- 
den jeweils durch ein terminales Protein geschützt sind. 


An jedem Eckpunkt treffen jeweils fünf Flächen 
des Viruspartikels aufeinander. Hier befindet sich ein 
Penton, das aus einer Basis (einem Pentamer) und 
einem als Fiber bezeichneten Fortsatz (einem Tri- 
mer) besteht. Die Fibern variieren bei verschiedenen 
Untergruppen von Adenoviren sehr in der Länge. 
Ihre Spitze bindet an Rezeptoren auf der Ober- 
fläche der Wirtszellen (Abb. 17.3). Die Adenoviren 
haben die gleichen Rezeptoren wie Coxsackieviren 
der Gruppe B. Deshalb trägt dieses Protein die Be- 
zeichnung CAR (für Coxsackievirus-Adenovirus- 
Rezeptor), seine normale physiologische Funktion 
ist jedoch nicht bekannt. 

Nach Bindung der Spitze der Fiber an den CAR 
bindet die Pentonbasis an Integrine auf der Oberflä- 
che der Wirtszelle. (Integrine sind an der Zelladhä- 
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17.3 Eindringen von Adenoviren in menschliche Zellen 

Vor dem Eindringen in menschliche Zellen erkennen Adenoviren die beiden Rezeptoren CAR und Integrin. Das Viruspar- 
tikel bindet an die Rezeptoren und wird dann an diese gebunden, von einem Membranvesikel umgeben, in die Zelle ein- 
geschleust; im Cytoplasma löst sich dieses Vesikel dann wieder auf. Durch eine Kernpore injiziert das Adenovirus seine 
DNA in den Zellkern. 


VER 
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sion beteiligte Transmembranproteine.) Dann faltet 

sich die Zellmembran nach innen und bildet ein Ve- 

sikel, welches das Adenovirus in die Zelle einschleust. 

Durch Auflösung des Vesikels gelangt das Virus ins 

Cytoplasma und von dort zum Zellkern. Das Virion 

wird noch außerhalb des Zellkerns zerlegt, und nur 

die DNA (mit ihren terminalen Proteinen) gelangt in 
den Zellkern. 

Adenoviren wurden mit als erste Viren zur Gen- 
therapie beim Menschen eingesetzt und bieten fol- 
gende Vorteile: 

1. Adenoviren sind relativ harmlos. Sie verursachen 
nur schwache Infektionen von Epithelzellen, ins- 
besondere der Epithelien von Atemwegen und 
Verdauungstrakt. 

2. Adenoviren sind nicht onkogen (d.h. sie verursa- 
chen keine Tumoren). 

3. Adenoviren lassen sich relativ leicht kultivieren 
und in großen Mengen produzieren. 

4. Entwicklungszyklus und Biologie von Adenoviren 
sind gut bekannt. 

5. Die Funktion der meisten Gene von Adenoviren 
ist bekannt. 

6. Die vollständige DNA-Sequenz ist verfügbar, ins- 
besondere für Adenoviren vom Serotyp 5 aus der 
Untergruppe C. 


Rb-Protein des 
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17.4 Funktion des E1A-Proteins 
von Adenoviren 

Durch Eliminieren von E1A lässt 
sich die Replikation von Adenoviren 


frühe 
Transkripte 


Obwohl Adenoviren im Allgemeinen relativ harmlos 
sind, können sie bei Patienten mit geschädigtem Im- 
munsystem Entzündungen und ernsthafte Erkran- 
kungen hervorrufen. Soll ein Adenovirus als Vektor 
für die Gentherapie verwendet werden, muss man es 
deshalb unschädlich machen, indem man sein Rep- 
likationssystem blockiert. Dies geschieht über eine 
Deletion des Gens für das E1A-Protein, ein sofort 
nach der Infektion synthetisiertes Virusprotein. ELA 
erfüllt zwei Funktionen (Abb. 17.4). Zum einen ak- 
tiviert es die Transkription anderer früher Virusge- 
ne. Zum anderen bindet es an das Rb-Protein der 
Wirtszelle, das normalerweise ein Eintreten der Zelle 
in die S-Phase verhindert. Das führt dazu, dass die 
Wirtszelle Gene für die DNA-Synthese exprimiert, 
die das Virus für seine eigene Replikation nutzt. Im 
Labor züchtet man in genetisch modifizierten Wirts- 
zellen „verkrüppelte“ Adenoviren, deren virales EIA- 
Gen in die DNA der Wirtszelle eingebaut ist. Die so 
erzeugten Viruspartikel können sich in normalen 
tierischen Zellen nicht vermehren. 

Die DNA von Adenoviren wird durch einen 
ausgeklügelten Mechanismus verpackt. Ist die DNA 
mehr als 5 % kürzer oder länger als die Wildtyp- 
DNA, schlägt die Verpackung fehl (Abb. 17.5). Durch 
Insertion eines therapeutischen Gens in ein Adenovi- 
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rus wird die DNA länger. Sofern das eingebaute Gen 
sehr viel länger ist als die Deletion, die vorgenommen 
wurde, um die Replikation des Virus zu verhindern, 
kann das Viruspartikel nicht korrekt zusammenge- 
baut werden. Lösen lässt sich dieses Problem durch 
Deletion weiterer nichtessenzieller Virus-DNA. 

Auch wenn es gelungen ist, mithilfe von modifi- 
zierten Adenoviren Gene in die Gewebe von Tieren 
und Menschen einzuschleusen und dort erfolgreich 
zu exprimieren, ergeben sich noch Probleme. Als 
größte Schwierigkeit erweist sich, dass Adenovirus- 
infektionen sehr kurzlebig sind. Dadurch wird das 
therapeutische Gen nur für wenige Wochen expri- 
miert; dann schaltet das Immunsystem das Virus aus. 
Außerdem entwickeln die Patienten eine Immunität 
gegen das Virus, sodass eine zweite Behandlung mit 
dem gleichen modifizierten Virus erfolglos bleibt. 
Für eine langfristige Gentherapie von Erbkrankhei- 
ten sind Adenoviren als Vektoren ungeeignet. 

Trotz dieser Einschränkungen lassen sich mit- 
hilfe von Adenovirusvektoren für Krebszellen töd- 
liche Gene einschleusen, denn in diesem Fall sollte 
eine kurzzeitige Expression ausreichen. Der CAR- 
Rezeptor wird normalerweise nur von Epithelzellen 
in hohem Maße exprimiert, weshalb Adenoviren nur 
in diesen Zelltyp eindringen können. Aber auch in 
vielen Krebszellen erfolgt eine umfangreiche Expres- 
sion des CAR-Rezeptors. Daher zielen die Genthera- 
piebehandlungen mit Adenoviren mittlerweile über- 
wiegend auf Krebszellen ab (s. weiter unten). 


Adenoviren wurden sehr häufig als Vektoren bei 
der Gentherapie eingesetzt. Da das Virus letztlich 
vom Immunsystem eliminiert wird, eignen sich 
Adenoviren nur eingeschränkt für langfristige The- 
rapien von Erbkrankheiten. 


E1-Region, die durch eingebaute Gene ersetzt wird 
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Gentherapie mit Adenoviren 
bei cystischer Fibrose 


Weil die Lunge relativ anfällig für Virusinfektio- 
nen ist, gehörte cystische Fibrose (s. Kap. 16) zu 
den ersten Kandidaten für eine Gentherapie. Dazu 
hat man gesunde Versionen des Gens für cysti- 
sche Fibrose kloniert und in ein „verkrüppeltes“ 
Adenovirus eingebaut. Mit Nasensprays, die dieses 
modifizierte Adenovirus enthielten, hat man dann 
zunächst Ratten und schließlich auch Menschen 
behandelt. In einigen Fällen wurde das gesunde Gen 
für cystische Fibrose exprimiert und dadurch der 
normale Chloridionentransport wiederhergestellt. 
Leider lässt die Expression über einen Zeitraum von 
30 Tagen nach. Wiederholte Anwendungen erzielen 
kaum Wirkung, weil das Immunsystem das Virus 
erkennt und zerstört. 

Man hofft, dass in naher Zukunft verbesserte 
Vektoren verfügbar sind, mit denen man cystische 
Fibrose durch Nasensprays, die diese genetisch mo- 
difizierten Viren enthalten, heilen kann. Zu beden- 
ken ist hierbei jedoch, dass man mit einer derartigen 
Gentherapie nur die Symptome in der Lunge heilen 
kann; der Gendefekt in den Zellen der Keimbahn 
wird dadurch nicht beseitigt. Dieser kann nach 
wie vor an die nächste Generation weitergegeben 
werden. 


Cystische Fibrose wurde als Ziel für eine Genthera- 
pie ausgewählt, weil die Lungen anfällig für Virusin- 
fektionen sind. Die ersten Behandlungen mit Ade- 
noviren als Vektoren waren teilweise erfolgreich, 
aber jeweils nur für einen kurzen Zeitraum. 


Deletion von E3 


17.5 Gentechnisch modifiziertes 
Adenovirus 

Die Lange der DNA in einem Virus- 
partikel muss der natürlichen Lange 
seines DNA-Stranges von 36000 Ba- 
senpaaren sehr nahe kommen, damit 
eine korrekte Verpackung erfolgen 
kann. Das therapeutische Gen er- 
setzt die E1-Region. Ist das Gen sehr 
viel länger als ETA, erfolgt zusätzlich 
die Deletion einer Region, die das 
Gen E3 enthält, um die Gesamtlänge 
der DNA konstant zu halten. 
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Adeno-assoziierte Viren 


Aufgrund der gerade erwähnten Probleme mit Ade- 

noviren hat man andere DNA-Viren als Vektoren in 

Betracht gezogen. Bislang ist aber keiner davon ver- 

breitet in Gebrauch. Am vielversprechendsten sind 

die Adeno-assoziierten Viren (AAV). AAV sind de- 
fekte oder „Satellitenviren‘“, die auf ein Adenovirus 

(oder einige Herpesviren) angewiesen sind, das eini- 

ge wesentliche Funktionen bereitstellt. Infolgedessen 

findet man sie gewöhnlich in Zellen, die mit einem 

Adenovirus infiziert sind. Im Gegensatz zu Adenovi- 

ren scheinen AAV allerdings völlig harmlos zu sein. 
Folgende Vorteile bringt die Verwendung von 

AAV: 

1. Sie lösen im Wirt keine Entzündung aus. 

Sie bewirken nicht die Bildung von Antikör- 
pern und eignen sich daher auch für mehrfache 
Behandlungen. 

3. Sofern ein passendes Helfervirus vorhanden ist, 
infizieren sie eine große Anzahl verschiedener 
Tiere. Daher kann man sie in vielen verschiede- 
nen Formen tierischer Zellen züchten, etwa in 
Zellen von Mäusen oder Affen. 

4. Im Gegensatz zu Adenoviren können sie auch in 
sich nicht teilende Zellen vieler Gewebe eindrin- 
gen. 

5. Aufgrund ihrer gewöhnlich geringen Größe kön- 
nen die Viruspartikel in viele Gewebe des Körpers 
effektiv eindringen. 

6. AAV bauen ihre DNA an einer einzigen Stelle 
im Genom tierischer Zellen ein (beim Menschen 
ist dies die Stelle AAVSI auf Chromosom 19). 
Dadurch kann das therapeutische Gen auf Dauer 
integriert werden. 


Es gibt aber auch Nachteile: Das Genom von AAV 
ist sehr klein (nur 4681 Nucleotide einzelsträngiger 
DNA), und das Virus kann nur einen relativ kurzen 
DNA-Abschnitt übertragen. (AAV sind insofern un- 
gewöhnlich, als sie sowohl den Plus- als auch den 
Minusstrang in die Viruspartikel verpacken. Jedes 
Viruspartikel enthält zwar nur ein ssDNA-Molekül, 
eine Viruspräparation besteht jedoch aus einem Ge- 
misch von Partikeln, von denen jeweils die Hälfte 
Plus- beziehungsweise Minusstränge aufweist.) Nach 
Eindringen in eine Wirtszelle wird die DNA in die 
doppelsträngige replikative Form (RF) umgewandelt, 
die sowohl zur Replikation als auch zur Transkription 
dient. In Abwesenheit eines Helfervirus integrieren 
AAV in das Wirtschromosom und werden latent. 


Dauerhaft integrierte Gene bedürfen einer sorg- 
fältigen Regulation. Das kann man beispielsweise 
durch Verwendung von zwei AAV-Vektoren lösen. 
Mäuse und Affen wurden in Versuchen mit einem 
doppelten AAV-System behandelt, das Erythropoe- 
tin liefert, ein für die Entwicklung von roten Blutkör- 
perchen erforderliches Protein. Ein AAV-Vektor trägt 
das Gen für Erythropoetin mit einem Promotor, 
der durch einen Transkriptionsfaktor aktiviert wer- 
den muss. Der zweite AAV-Vektor trägt ein künst- 
liches Regulationssystem (Abb. 17.6). Dieses besteht 
aus zwei Genen, die für Hybridproteine codieren, 
mit jeweils einer Domäne des Transkriptionsfaktors. 
Die andere Domäne bindet Rapamycin (das zur Im- 
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17.6 Das doppelte AAV-System 

Um Labortiere mit Erythropoetin zu versorgen, verwendet 
man zwei AAV-Vektoren. Der regulatorische Vektor (oben) 
enthält zwei Gene, FRB/RBD und ZFHD1/RBD; diese co- 
dieren für die beiden Hälften eines Transkriptionsfaktors, 
die jeweils mit einer Rapamycinbindungsdomäne (RBD) 
verknüpft sind. Auf dem therapeutischen Vektor (unten) 
befindet sich strangabwarts der Transkriptionsfaktorbin- 
dungsstellen das Erythropoetingen (EPO). Nach Zugabe 
von Rapamycin wird der Transkriptionsfaktor zusammen- 
gesetzt und aktiviert das EPO-Gen. 
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munsuppression verwendet wird). In Anwesenheit 
von Rapamycin assoziieren die beiden Proteine über 
ihre Rapamycinbindungsdomänen und bilden einen 
funktionsfähigen Transkriptionsfaktor. Dieser akti- 
viert dann die Expression von Erythropoetin. 

Bei Übertragung der beiden Vektoren auf Mäuse 
erfolgte keine Produktion von Erythropoetin. Wenn 
man den Tieren jedoch Rapamycin injizierte, wurde 
der Transkriptionsfaktor zusammengesetzt und das 
Erythropoetingen dadurch aktiviert. Dann stieg die 
Erythropoetinmenge bis zum Hundertfachen an, und 
die Zahl der roten Blutkörperchen nahm zu. Selbst 
nach einigen Monaten löste eine Injektion von Ra- 
pamycin noch einen steilen Anstieg der Erythropo- 
etinproduktion aus. Inzwischen werden an Patienten 
mit cystischer Fibrose die ersten Versuche mit AAV- 
Vektoren, die das CFTR-Gen tragen, durchgeführt. 


Als neue Vektoren zur Gentherapie werden Adeno-as- 
soziierte Viren (AAV) erforscht. Gegenüber Adenoviren 
haben AVV unter anderem den großen Vorteil, dass sie 
nicht die Bildung von Antikörpern auslösen und daher 
auch für eine mehrmalige Behandlung geeignet sind. 


Gentherapie mit Retroviren 


Retroviren können zahlreiche Zelltypen von Säuge- 
tieren infizieren, benötigen aber für eine erfolgreiche 
Infektion sich teilende Zellen. Nicht infiziert werden 
daher viele Wirtsgewebe, in denen Wachstum und 
Teilung der Zellen zum Stillstand gekommen sind. 
Außerdem durchläuft das genetische Material von 
Retroviren ein DNA- und ein RNA-Stadium. Das 
bedeutet, dass aus sämtlichen therapeutischen Genen 
zunächst die Introns entfernt werden müssen, bevor 
man sie in ein Retrovirus klonen kann. Trotz dieser 
hinzukommenden technischen Schwierigkeiten ge- 
lang die erste erfolgreiche Übertragung eines Gens 
im Rahmen einer Gentherapie beim Menschen mit 
Retroviren (s. weiter unten). 

Ein Retroviruspartikel besteht aus einem inneren 
Nucleocapsid - ein RNA-Genom in einer Proteinhülle - 
und einer äußeren Hülle, die aus der Cytoplasmamem- 
bran der vorherigen Wirtszelle abgeschnürt wurde. Bei 
allen Retroviren umfasst das Genom die drei Gene gag, 
pol und env, eingeschlossen zwischen zwei langen end- 
ständigen Sequenzwiederholungen, sogenannten LTRs 
(engl. long terminal repeats). Komplexere Retroviren 
wie HIV besitzen zusätzlich noch Gene, die an der 


Regulation beteiligt sind. Die LTR-Sequenzen werden 
für den Einbau der DNA-Version des Virusgenoms 
in die DNA der Wirtszelle benötigt. Zwischen dem 
strangaufwärts (oder in 5’-Richtung) liegenden LTR 
und dem gag-Gen befindet sich das Verpackungssig- 
nal (Abb. 17.7), eine wesentliche Voraussetzung für die 
Verpackung der RNA in das Viruspartikel. 

Als Vektoren für die Gentherapie verwendete 
man einfachere Retroviren, vor allem das murine 


a typisches Retrovirusgenom 


LTR gag po env LTR 


b Retrovirusvektorsystem 
Verpackungskonstrukt 


LTR gag pol env LTR 


erforderlich für den Zusammenbau, aber keine Verpackung 
Vektorgenom 


LTR niertes Gen LTR 


Verpackung in dem Partikel 


Retrovirus- 
partikel 


Infektion des Patienten 


17.7 Das Retrovirusgenom und -vektorsystem 

a Das Genom von Retroviren enthält ein Verpackungssi- 
gnal (y) sowie die Gene gag, pol und env, flankiert von 
zwei direkten Sequenzwiederholungen, sogenannten 
LTRs. b Bei der Gentherapie mit Retroviren kommen zwei 
Viruskonstrukte zum Einsatz. Der therapeutische Vektor 
tragt das klonierte Gen und das Verpackungssignal, flan- 
kiert von zwei LTRs. Der Verpackungsvektor enthält die 
drei fiir den Zusammenbau des Viruspartikels erforderli- 
chen Gene: gag, po/ und env. Da der Verpackungsvektor 
kein Verpackungssignal aufweist, wird er nicht verpackt 
und infiziert den Patienten nicht. Sind beide Konstrukte 
vorhanden, wird sowohl der therapeutische Vektor als 
auch das klonierte Gen in das Capsid verpackt. 
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Leukämievirus (MuLV; auch Maus-Leukämie- 
virus, MLV). Bei den Vektoren werden sämtliche 
Retrovirusgene entfernt, sodass keine Replikation 
mehr möglich ist. Nur das Verpackungssignal und 
die beiden LTRs sind noch vorhanden (Abb. 17.7). 
Es können etwa 6-8 kb DNA eingebaut werden. Ein 
viraler Promotor in der 5’-LTR-Sequenz aktiviert die 
Expression des klonierten Gens. Weil dem Vektor 
die Gene gag, pol und env fehlen, kann er keine 
Viruspartikel herstellen. Diese Funktion muss da- 
her von einem Verpackungskonstrukt tibernommen 
werden, einem defekten Provirus, das in die DNA der 
Produzentenzelle eingebaut wird (s. Abb. 17.7). Dem 
Verpackungskonstrukt fehlt das Verpackungssignal. 
Daher ist es zwar fiir die Herstellung von Virusparti- 
keln verantwortlich, wird aber selbst nicht verpackt. 
Die erzeugten Viruspartikel enthalten lediglich den 
Retrovirusvektor mit dem klonierten Gen. 

Nach Infektion des Patienten wird die RNA in 
dem Retrovirusvektor revers in eine DNA-Kopie 
transkribiert. (Obwohl der retrovirale Vektor selbst 
keine Kopie des Gens für Reverse Transkriptase 
aufweist, werden einige Molekiile Reverse Tran- 
skriptase in die Retroviruspartikel verpackt.) Im 
Idealfall wird das klonierte Gen dann, flankiert von 
den beiden LTR-Sequenzen, in die DNA der Wirts- 
zelle eingebaut. 

Weil die Retrovirusvektoren keinerlei Gene für 
retrovirale Proteine aufweisen, rufen sie keine Im- 
munreaktion oder nennenswerte Entzündung her- 
vor. Dass sie sich in die DNA der Wirtszelle einbauen 
können, hat zur Folge, dass das therapeutische Gen 
zu einem dauerhaften Bestandteil des Wirtszellge- 
noms wird. Im Prinzip könnte das Retrovirus an 
einer ungünstigen Stelle eingebaut werden, wo es die 
Regulation eines Gens der Wirtszelle beeinträchtigt. 
Da jedoch der größte Teil der DNA in tierischen Zel- 
len nichtcodierend ist, ist dies sehr unwahrscheinlich, 
sodass nur vereinzelt Zellen geschädigt werden. 

Als viel größeres Problem erweist sich, dass Re- 
trovirusvektoren nur kleine Mengen DNA (8 kb) 
übertragen können und außerdem nicht imstande 
sind, Zellen zu infizieren, die sich nicht teilen. Die 
Retrovirenfamilie der Lentiviren (zu denen auch HIV 
gehört) weicht davon jedoch ab: Sie können auch 
Zellen infizieren, die sich nicht teilen. HIV selbst zu 
verwenden, ist natürlich zu riskant. Vielleicht besteht 
künftig jedoch die Möglichkeit, diese Fähigkeit auf 
andere, ungefährlichere Retroviren zu übertragen. 
Alternativ könnte man als Vektoren auch Lentiviren 
verwenden, die andere Säugetiere infizieren, wie FIV 
(felines Immundefizenz-Virus). 


Modifizierte Retroviren werden in der Gentherapie 
am häufigsten als virale Vektoren eingesetzt. Dazu 
vermehrt man defekte Retroviren in Zellen mit 
einem integrierten Helfervirus, das die Bildung von 
Viruspartikeln ermöglicht. 


Gentherapie mit Retroviren 
bei SCID 


Der schwere kombinierte Immundefekt SCID (engl. 
severe combined immunedeficiency) tritt auf, wenn 
sowohl die B-Zellen als auch die T-Zellen des Im- 
munsystems defekt sind - mit der Folge, dass die 
Immunantwort fast völlig gestört ist. Kinder mit SCID 
müssen von jeglichen Kontakten mit anderen Men- 
schen fern gehalten werden und werden daher in 
speziellen sterilen Plastikzelten isoliert. Ohne Immun- 
schutz kann jede Krankheit, selbst eine einfache Erkäl- 
tung, tödlich verlaufen. SCID wird nachweislich durch 
mehrere Gendefekte verursacht. Bei etwa 25 % davon 
handelt es sich um Mutationen des Ada-Gens, welches 
für das Enzym Adenosin-Desaminase codiert. Dieses 
wird für den Stoffwechsel von Purinbasen benötigt. 
Ein Mangel an diesem Enzym verhindert die Entwick- 
lung der Lymphocyten (jener weißen Blutkörperchen, 
zu denen auch die B- und T-Zellen gehören). 

Beim ersten Fall einer erfolgreichen Genthera- 
pie beim Menschen mittels eines Retrovirusvektors 
wurde einem Kind mit SCID eine funktionsfähige 
Kopie des Ada-Gens übertragen. Die von SCID be- 
troffenen Zellen sind Lymphocyten, die im Blut zir- 
kulieren und der Immunüberwachung dienen. Sie 
entstehen durch Teilung von Knochenmarkszellen 
(Abb. 17.8). Für die Gentherapie werden dem Patien- 
ten Knochenmarkszellen entnommen und außerhalb 
des Körpers in Zellkultur kultiviert. Da Knochen- 
markszellen ständig das Blut erneuern, teilen sie sich 
häufig und eignen sich für eine Infektion mit Retro- 
viren. Noch in der Zellkultur infiziert man die Kno- 
chenmarkszellen mit einem genetisch modifizierten 
Retrovirus, welches das Ada-Gen trägt, und bringt 
sie anschließend wieder in den Körper zurück. 

Seit 1991 wurden schon mehrere Kinder mit dieser 
Methode behandelt. Da T-Zellen jedoch nur eine Le- 
bensdauer von sechs bis zwölf Monaten haben, muss 
man die ganze Prozedur in regelmäßigen Abständen 
wiederholen. Dieses Problem konnte man durch die 
Verwendung von Blutstammzellen (oder hämatopo- 
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17.8 Retrovirale Gentherapie ex vivo bei ADA-Mangel 
Für eine Gentherapie bei SCID muss man dem Patienten 
Knochenmarkszellen entnehmen. Diese Zellen werden 
dann kultiviert, und das mutierte Ada-Gen wird durch eine 
funktionsfähige Kopie ersetzt. Um alle nichttransformier- 
ten Zellen abzutöten, behandelt man die Zellkultur mit 
Neomyein. Anschließend erfolgt die Rückführung der Kno- 
chenmarkszellen in den Patienten. Diese produzieren dann 
wieder Blut mit normalen Blutkörperchen. 


etischen Stammzellen) umgehen, die sich teilen und 
die Vorläuferzellen für alle Formen von Blutzellen 
bilden, aber auch weitere Stammzellen hervorbringen. 
Man findet sie im Knochenmark, allerdings nur in 
sehr geringer Zahl. Nabelschnurblut enthält einen viel 
höheren Anteil an Stammzellen. Deshalb entnahm 
man 1993 Blutstammzellen aus dem Nabelschnurblut 
mehrerer Neugeborener, die nachweislich homozygot 
für den Ada-Defekt waren. Mithilfe eines Retrovirus- 
vektors schleuste man ein gesundes Ada-Gen in diese 


Stammzellen ein und schuf auf diese Weise einen 
langfristigen Vorrat an gesunden T-Zellen. 

In all den gerade erwähnten Fällen erhielten die 
Patienten neben der Gentherapie noch Injektionen 
mit gereinigtem ADA-Enzym. Daher ist nicht klar, in 
welchem Ausmaß die Gentherapie für die Besserung 
verantwortlich ist, auch wenn diese Patienten nun 
funktionsfähige T-Zellen in ihrem Blut aufweisen. 
Ein eindeutigeres Ergebnis erhielt man vor kurzem 
bei einer anderen Variante von SCID. Diese Variante 
beruht auf Defekten in dem Rezeptor für mehrere 
Interleukine, darunter auch IL-7, ein Protein das die 
Entwicklung von T-Zellen aus Stammzellen stimu- 
liert. Da B-Zellen für ihre Funktion Helfer-T-Zellen 
benötigen, sind sowohl B- als auch T-Zellen inaktiv. 
In diesem Fall hat man mithilfe eines Retrovirusvek- 
tors das Gen für die fehlende Untereinheit des IL-7- 
Rezeptors in kultivierte Stammzellen eingeschleust. 

Weil zur Behandlung dieser Form von SCID kein 
gereinigtes Protein verwendet wird, waren die Pati- 
enten ausschließlich auf die Gentherapie angewie- 
sen. Die Patienten entwickelten eine normale Zahl 
von T-Zellen und wurden erfolgreich gegen mehrere 
Infektionskrankheiten geimpft, was auf eine entspre- 
chende Immunantwort schließen lässt. Daraufhin 
konnten sie die Isolation der Plastikzelte verlassen 
und ein normales Leben führen. Von dem Dutzend 
Patienten, die auf diese Weise behandelt wurden, 
geht es den meisten nach wie vor gut. Einer bekam 
jedoch Leukämie - vermutlich, weil sich das Retro- 
virus in andere Gene einbaute. Für die Verwendung 
von Retroviren in der Gentherapie sind also weitere 
Sicherheitsmaßnahmen erforderlich, bevor man sie 
routinemäßig einsetzen kann. 


Einige Formen des schweren kombinierten Immun- 
defekts SCID konnten durch eine Gentherapie mit- 
tels eines Retrovirusvektors erfolgreich behandelt 
werden. 


Nichtvirale Gentherapie 


So ausgeklügelt ein System mit Viren als Vektoren 
auch sein mag: Nichtvirale Vektoren bieten von Na- 
tur aus eine höhere Sicherheit. Trotzdem wurden sie 
relativ vernachlässigt, weil sich Viren einfach als ef- 
fizienter erwiesen. Mit viralen Vektoren, vor allem 
Retroviren, sind jedoch mehrere unglückliche Unfälle 
passiert. So kam es gelegentlich zum Ausbruch Leukä- 
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mie-ähnlicher Krankheiten. Dadurch ist das Interesse 

an nichtviralen Vektorsystemen wieder aufgeflammt. 
Bei rund 75 % der Gentherapiebehandlungen 

dienten Viren als Vektoren. Man hat aber auch einige 
alternative Methoden ausprobiert, von denen sich 
bislang allerdings nur wenige als effizient erwiesen 
haben bzw. verbreitet im Einsatz sind. Dazu gehören: 

1. Die Verwendung von nackten Nucleinsäuren 
(DNA oder seltener RNA). Viele tierische Zellen 
kann man auch direkt mit gereinigter DNA trans- 
formieren. Dazu wird das therapeutische Gen 
in ein Plasmid eingebaut und die Plasmid-DNA 
direkt verwendet. Etwa 10-20 % der Gentherapie- 
behandlungen wurden mit ungeschützten Nucle- 
insäuren vorgenommen. 

2. Genkanonen. Hierbei wird die DNA gebunden an 
Metallpartikel durch die Zellwände und -memb- 
ranen geschossen. Ursprünglich entwickelt wurde 
diese Methode zur Übertragung von DNA in 
Pflanzenzellen. Daher wird sie in Kapitel 14 näher 
besprochen. Sie wurde aber auch zum Erzeu- 
gen transgener Tiere und gelegentlich auch beim 
Menschen eingesetzt. 

3. Rezeptorvermittelte Aufnahme. Hierbei ist die 
DNA an ein Protein gebunden, das von einem 
Zelloberflächenrezeptor erkannt wird. Bei der 
Aufnahme des Proteins in die Zelle wird die DNA 
mit aufgenommen. 

4. DNA-Polymer-Komplexe. Durch Bindung an ein 
positiv geladenes Polymer wie Polyethylenimin 
wird die negativ geladene DNA geschützt. Solche 
Komplexe werden häufig von Zellen in Kultur 
aufgenommen und können prinzipiell für eine ex 
vivo-Gentherapie verwendet werden. 


5. Verkapselte Zellen. Für diese Methode werden Zel- 
len so modifiziert, dass sie ein benötigtes Protein 
exprimieren und sezernieren. Sie werden dann in 
einer porösen Polymerhülle verkapselt und lokal 
injiziert. So hat man beispielsweise alten Ratten 
Fremdzellen injiziert, die Nervenwachstumsfak- 
tor ausscheiden. Anschließend zeigten die Rat- 
ten verbesserte kognitive Fähigkeiten. Das deutet 
darauf hin, dass diese Methode zur Behandlung 
von Erkrankungen wie Alzheimer geeignet sein 
könnte. 

6. Liposomen sind kugelige, aus Phospholipiden 
bestehende Vesikel. Sie wurden bei rund 10 % der 
Gentherapiebehandlungen eingesetzt (s. unten). 


Fremd-DNA kann auch mithilfe verschiedener 
anderer Methoden als durch Viren in Zielzellen ein- 
geschleust werden. Dazu gehören die Verwendung 
von nackter DNA, die Bindung von DNA an Poly- 
mere oder Proteine, Genkanonen und Liposomen. 


Liposomen und Lipofektion 
in der Gentherapie 


Wie gerade erwähnt, erfolgt rund ein Zehntel der 
Gentherapiebehandlungen mithilfe von Liposomen. 
Das sind mikroskopisch kleine, kugelförmige Vesi- 
kel aus einer Phospholipiddoppelschicht. Diese kann 
man während ihrer Entstehung mit Nucleinsäuren 
oder anderen Molekülen beladen. Die Liposomen 


Zellmembran 


Phospholipid- 2 Gene oder Proteine, Fusion (Phospholipid- 
17.9 Verabreichung eines Wirk- doppelschicht die verabreicht werden sollen doppelschicht) 
stoffs gegen Krebs durch Lipo- 
fektion © 
Liposomen sind kugelförmige Ve- ables 
sikel, umgeben von einer Lipiddop- Liposom 
pelschicht. Den inneren Hohlraum Krebszelle 


kann man mit DNA oder Proteinen 
wie TNF befüllen. Aufgrund ihrer 
hydrophoben Lipidschichten gehen 
Liposomen und Zellmembranen eine 
Wechselwirkung ein, die beim Kon- 
takt zum Verschmelzen führt. Dabei 
wird der Inhalt des Liposoms in die 
Zelle entleert. 


Produktion 
eines Liposoms 


Beladen mit 
DNA oder Protein 


Fusion von Liposom 
und Krebszelle 


Aggressive Gentherapie gegen Krebs 467 


verschmelzen mit den Membranen fast aller tieri- 
schen Zellen und setzen dabei ihren Inhalt in die 
Zellen frei (Abb. 17.9). Diesen Prozess bezeichnet 
man als Lipofektion. Die Lipofektion funktioniert 
zwar recht gut, ist aber ziemlich unspezifisch, weil 
die Liposomen mit den Membranen jeglicher Zellen 
verschmelzen. 

Bei einer Gentherapie gegen Krebs stellt sich das 
erhebliche Problem, Fremd-DNA spezifisch in Krebs- 
zellen einzuschleusen (s. weiter unten). Die Lipofek- 
tion ist in dieser Hinsicht recht vielversprechend, 
denn entsprechend „bewaffnete“ Liposomen kann 
man direkt in das Tumorgewebe injizieren. Wahr- 
scheinlich sind Liposomen sogar nützlicher für die 
Verabreichung von Proteinen als von DNA, weil das 
mit Viren als genetisch modifizierten Vektoren nicht 
möglich ist. So kann man Liposomen beispielsweise 
mit toxischen Proteinen wie Tumor-Nekrosis-Fak- 
tor (TNF) beladen und in Tumorgewebe injizieren. 
Dort verschmelzen die Liposomen mit den Zellmem- 
branen der Krebszellen, und die tödlichen Proteine 
werden in die Krebszellen freigesetzt. 


Liposomen sind mikroskopisch kleine, kugelför- 
mige Vesikel aus Phospholipiden. Mit ihnen kann 
man Fremd-DNA oder Proteine direkt in ein Zielge- 
webe einschleusen. 


Aggressive Gentherapie 
gegen Krebs 


Die meisten Formen von Krebs werden zwar nicht 
über die Keimbahn vererbt, aber dennoch zählt 
Krebs zu den genetisch bedingten Krankheiten. Bei 
einer Erbkrankheit kann man versuchen, die defek- 
ten Komponenten zu ersetzen und so den Zelltod 
zu verhindern. Bei der Behandlung von Krebs müs- 
sen jedoch die Krebszellen zerstört oder zumindest 
ihr Wachstum und ihre Teilung verhindert werden. 
Dazu gibt es mehrere Strategien, die sich folgender- 
mafsen einteilen lassen: 

1. Genersatztherapie, 

2. direkter Angriff, 

3. Selbstmordgene, 

4. Immunprovokation. 


Die Genersatztherapie bei Krebs ist analog zu der, 
die zur Kompensation von genetischen Störungen 


eingesetzt wird. Zunächst analysiert man den Krebs 
und identifiziert das auslösende mutierte Gen (bzw. 
die mutierten Gene). Dann wird die Wildtypversi- 
on des Onkogens oder Tumorsuppressorgens in die 
Krebszellen eingebaut. So hat man beispielsweise die 
Wildtypvariante des p53-Gens in Krebszellen ohne 
p53 eingeschleust. Die Übertragung erfolgt im All- 
gemeinen mithilfe eines Adenovirus als Vektor, gele- 
gentlich wurden auch Liposomen verwendet. 

Bei der Strategie des direkten Angriffs verwendet 
man ein Gen, das hilft, die Krebszellen abzutöten. 
Zum Beispiel codiert das TNF-Gen für den Tumor- 
Nekrosis-Faktor. Dieser wird von bestimmten weißen 
Blutkörperchen produziert, den tumorinfiltrieren- 
den Lymphocyten (TILs). Diese Zellen infiltrieren 
normalerweise Tumoren und setzen dort TNF frei. 
Kleinere Krebstumoren lassen sich dadurch recht 
effektiv bekämpfen. Zur Bekämpfung großer Krebs- 
tumoren, deren Wachstum außer Kontrolle geraten 
ist, muss die TNF-Produktion erhöht werden. Dazu 
wird zunächst das TNF-Gen kloniert - oder viel- 
leicht auch ein verbessertes TNF-Gen mit erhöhter 
Aktivität - und in die weißen Blutkörperchen ein- 
geschleust. Anschließend werden die Blutzellen dem 
Patienten wieder zurückinjiziert. 

Zwar kann man Krebszellen mit TNF sehr effek- 
tiv abtöten, TNF ist jedoch auch toxisch für andere 
Zellen. Daher sind hohe Dosen von TNF für den Pa- 
tienten gefährlich. Dieses Problem hat zwei Aspekte. 
Zum einen müssen TNF oder andere toxische Wirk- 
stoffe auf die Krebszellen beschränkt werden. Zum 
anderen muss die toxische Substanz auch zu den 
relativ unzugänglichen Zellen im Innern eines Tu- 
mors gelangen. Um diese Probleme zu lösen, hat man 
verschiedene Modifikationen getestet. Beispielsweise 
hat man das TNF-Gen der Kontrolle eines induzier- 
baren Promotors unterstellt und das Gen mithilfe 
eines Adenovirus in die Krebszellen eingeschleust. 
Der Promotor wird so ausgewählt, dass er durch 
Agenzien induziert wird, die bereits zur Bekämpfung 
von Krebszellen eingesetzt werden, wie Strahlung 
oder Cisplatin. 

Die Selbstmordstrategie stellt eine Mischform 
zwischen einer Arzneimitteltherapie und einer Gen- 
therapie bei Krebs dar. Dazu wird eine harmlose 
Verbindung, eine sogenannte Prodrug, verwendet, 
die mithilfe eines speziellen Enzyms in einen toxi- 
schen Wirkstoff gegen Krebs umgewandelt werden 
kann. Wird dieses Enzym in einer Zelle exprimiert, 
so begeht diese Zelle bei Verabreichung der Prodrug 
Selbstmord (Abb. 17.10). Deshalb muss man für diese 
Methode ein Enzym auswählen, das in normalen 
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Exkurs 17.1 


Therapie mit embryonalen Stammzellen 


Statt defekte Gene zu ersetzen, könnte es in Zukunft 
möglich sein, ganze Zellen auszutauschen und die Er- 
satzzellen so zu manipulieren, dass daraus defekte Ge- 
webe oder Organe wieder regeneriert werden. Gegen- 
wärtig geht man dabei von der Verwendung embryonaler 
Stammzellen aus. Das sind ursprüngliche Stammzellen 
aus frühen Embryonalstadien, die sich zu anderen, weni- 
ger generalisierten Stammzellen differenzieren können. 
Aus diesen gehen dann wiederum die endgültigen Ge- 
webe und Organe des Körpers hervor. 

Die Verwendung embryonaler Stammzellen hat ethi- 
sche, religiöse, politische und gelegentlich sogar wissen- 
schaftliche Debatten ausgelöst, in denen die Angelegen- 
heit unnötig aufgebauscht wurde. So sind Behauptungen, 
mit Stammzellen ließen sich sämtliche Störungen und 
Krankheiten heilen, absolut überzogen. 

Derzeit lassen sich zahlreiche Stammzelllinien recht 
zuverlässig in Kultur aufrechterhalten. Wie erste Versu- 
che gezeigt haben, können sich diese Stammzellen nach 
Implantation in Tiere noch teilen und differenzieren. 
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17.10 Gentherapie mit Selbstmordgenen 

Für eine Gentherapie mit Selbstmordgenen wird zunächst 
in die Krebszellen ein therapeutisches Gen eingeschleust. 
Dieses Gen codiert für ein Enzym, das eine nichttoxische 
Prodrug in eine toxische Verbindung umwandelt. Weil 
dieses Suizidenzym nur in den Krebszellen vorhanden ist, 
sind alle anderen Zellen davon nicht betroffen. 


Bislang hat man jedoch noch keine Möglichkeit, genau 
zu steuern, wie sich die Stammzellen differenzieren. 
Insbesondere ist es schwierig, ihre Teilung und weitere 
Differenzierung zu unterbinden, nachdem sie geschädig- 
tes Gewebe ersetzt haben. So hat man beispielsweise 
versucht, die Insulin-sezernierenden Zellen der Bauch- 
speicheldrüse mithilfe von Stammzellen zu ersetzen; 
nach einer Phase der Insulinproduktion folgte jedoch 
ein unkontrolliertes Wachstum, das zur Bildung eines 
Teratoms führte. 

Besonders paradox an der Debatte um Stammzel- 
len ist: Wenn über die Zelldifferenzierung erst einmal 
genügend bekannt ist, um Stammzellen entsprechend 
zu manipulieren, werden sie wahrscheinlich nicht mehr 
benötigt. Sobald es möglich ist, die Regulationskreise der 
Zelldifferenzierung zu steuern, sollte es auch eine Mög- 
lichkeit geben, adulte Zellen zu verwenden und diese zu 
Pseudostammzellen zu dedifferenzieren. Damit werden 
sich die mit der Verwendung embryonaler Stammzellen 
einhergehenden ethischen Probleme in Luft auflösen. 


menschlichen Zellen nicht vorhanden ist. Das Gen, 
das für das Suizidenzym codiert, muss in die Krebs- 
zellen eingeschleust werden, in der Regel mittels ei- 
nes viralen Vektors oder in Liposomen. Bei erfolgrei- 
cher Expression des Enzyms im Krebsgewebe wird in 
den Krebszellen der toxische Wirkstoff synthetisiert. 
Nun kann man dem Patienten auf normalem Weg die 
Prodrug verabreichen, und diese entfaltet spezifisch 
in den Krebszellen ihre letale Wirkung. 

In der praktischen Anwendung wurden im We- 
sentlichen zwei Suizidenzym/Prodrug-Kombinatio- 
nen eingesetzt. Beispielsweise wurde mit dieser Me- 
thode der Gentherapie das ursprünglich aus dem 
Herpesvirus stammende Enzym Thymidin-Kinase 
in Krebszellen übertragen. Dieses Enzym wandelt 
die nichttoxische Prodrug, das Nucleosidanalogon 
Ganciclovir, in sein Monosphosphat um (daher auch 
die klinische Verwendung bei der Behandlung von 
Herpesinfektionen). Weil die Thymidin-Kinase aus- 
schließlich in den Krebszellen enthalten ist, sind 
sämtliche anderen Zellen nicht betroffen. Normale 
zelluläre Enzyme wandeln dann das Monophosphat 
in Ganciclovir-Triphosphat (GCV-TP) um. Dieses 
fungiert als DNA-Ketten-Terminator (Abb. 17.11). 
DNA-Polymerase baut das GCV-TP in wachsende 
DNA-Stränge ein. Das Fehlen einer 3’-OH-Gruppe 
verhindert jedoch eine weitere Verlängerung des Nu- 
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17.11 Ganciclovir und 5-Fluorcytosin 

Ganciclovir wird in Zellen, die das Enzym Thymidin-Kinase 
(aus dem Herpesvirus) enthalten, in einen DNA-Ketten-Ter- 
minator umgewandelt. Ähnlich erfolgt die Umwandlung von 
5-Fluorcytosin in Zellen mit einer Cytosin-Desaminase (aus 
Bakterien) in einen Inhibitor der DNA- und RNA-Synthese. 
Die gelb hervorgehobenen Gruppen verhindern die Addi- 
tion weiterer Nucleotide. Die Gene für Thymidin-Kinase 
oder Cytosin-Desaminase müssen mit einer gentherapeuti- 
schen Methode in die Krebszellen eingeschleust werden. 


cleinsäurestranges. Somit wird die DNA-Synthese 
inhibiert und die Zelle abgetötet. Ähnlich ist der 
Verlauf bei der Umwandlung von 5-Fluorcytosin in 
5-Fluoruracil durch Cytosin-Desaminase, die ur- 
sprünglich aus Bakterien stammt. Auch hier erledi- 
gen wieder zelluläre Enzyme die Aufgabe durch die 
Herstellung des phosphorylierten Nucleosids, das die 
DNA- und RNA-Synthese inhibiert. 


Eine indirektere Methode macht sich die natür- 
liche Abwehr des Körpers zunutze. Das menschliche 
Immunsystem kann Krebs relativ effizient abtöten - 
vorausgesetzt, es erkennt ihn bereits in einem recht 
frühen Stadium. Die Krebszellen müssen, um zu 
überleben, irgendwie die Überwachung durch das 
Immunsystem des Körpers umgehen. Für diese Me- 
thode der Gentherapie wird ein Gen eingebaut, das 
die Aufmerksamkeit des Immunsystems auf die Tu- 
morzellen lenkt. Auf der Oberfläche von Säugetier- 
zellen sind beispielsweise die HLA-Proteine (oder 
MHC-Proteine) exponiert und dienen der Zeller- 
kennung. Verschiedene Individuen besitzen unter- 
schiedliche Kombinationen von HLA-Genen; diese 
fungieren als molekulare Identitätsmarker, durch die 
die Zellen des Körpers als die „eigenen“ erkannt 
werden. Schleust man in Krebszellen HLA-Gene ein, 
die bei dem betreffenden Individuum ursprünglich 
nicht vorhanden sind, so wird der Tumor als fremd 
erkannt, und das Immunsystem rüstet zum Angriff. 

Bei einer verwandten Methode werden Cytokine 
verwendet. Das sind kurze Proteine, die Immunzel- 
len anziehen und deren Teilung und Entwicklung 
stimulieren. Mithilfe der Gene für mehrere Cytokine 
der Interleukinfamilie (insbesondere IL2, IL4 und 
IL12) hat man schon Immunangriffe auf Krebszellen 
provoziert. 


Bei der aggressiven Gentherapie werden durch die 
modifizierten Gene keine defekten Gene ersetzt, 
sondern direkt die Krebszellen angegriffen. In eini- 
gen Fällen dienen die therapeutischen Gene dazu, 
die Aktivität der körpereigenen Krebsbekämpfung 
zu erhöhen. In anderen Fällen aktiviert das Produkt 
des therapeutischen Gens spezifisch in den Krebs- 
zellen einen toxischen Wirkstoff. 


Antisense-RNA und andere 
Oligonucleotide 


Eine Antisense-RNA bindet an die entsprechende 
mRNA und verhindert deren Translation durch die 
Ribosomen. Mittlerweile testet man Antisense-RNA 
und verwandte Antisense-Nucleinsäuren auf poten- 
zielle therapeutische Wirkungen. In den meisten Fäl- 
len lautet das Ziel, die Expression eines Zielgens zu 
verhindern. Bei der Verwendung von Antisense-RNA 
bieten sich vor allem zwei Alternativen. Erstens kann 
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man ein vollständiges Antisense-Gen verwenden, 
das in eine vollständige Antisense-RNA transkribiert 
wird. Das Antisense-Gen muss mithilfe eines geeigne- 
ten Vektors übertragen und in den Zielzellen expri- 
miert werden. Zweitens kann man auch viel kürzere 
künstliche RNA-Oligonucleotide verwenden. Eine 
Antisense-RNA aus 15 bis 20 Nucleotiden kann häu- 
fig spezifisch an einen Abschnitt der komplementären 
mRNA binden und so die Translation verhindern. 
Der Einsatz eines vollständigen Antisense-Gens 
wurde experimentell gegen Krebszellen in Zellkul- 
tur überprüft. Die häufigste, das Gehirn betreffende 
Krebsform beim Menschen ist das maligne Gliom. 
Hierbei wachsen und teilen sich die Gliazellen, die 
das interstitielle Gewebe zwischen Nervenzellen bil- 
den, auf unkontrollierte Weise. Oftmals ist das auf 
eine Überproduktion des Wachstumsfaktors IGF-1 
(engl. insulin-like growth factor 1) zurückzuführen, 
der Wachstum und Teilung dieser Zellen stimuliert. 
Man hat einen Vektor konstruiert, der ein anti-IGF-1 
-Gen trägt. Dazu verwendete man die cDNA- Version 
des IGF-1-Gens und kehrte einfach ihre Orientie- 
rung um (Abb. 17.12). Das anti-IGF-1-Gen wurde 


der Kontrolle eines Metallothionein-Promotors un- 
terstellt, der bereits auf Spuren von Schwermetal- 
len reagiert. Diesen Vektor baute man in kultivierte 
Gliomzellen ein. Durch Zugabe geringer Mengen 
Zinksulfat konnte das anti-IGF-1-Gen angeschaltet 
und die Teilung der Krebszellen gestoppt werden. In 
Ratten injiziert riefen diese Zellen keine Tumoren 
mehr hervor. 

Mit künstlichen RNA-Oligonucleotiden kann man 
auf viele verschiedene Stellen der Ziel-RNA abzielen. 
Sie können darauf ausgerichtet sein, das 5’-Ende des 
Transkripts zu blockieren und somit die Translation 
von Beginn an zu verhindern. Andere Stellen inner- 
halb der mRNA erweisen sich aber häufig als genauso 
effektiv. Man kann auch ein Antisense-Oligonucleotid 
herstellen, das die Spleißstelle des Primärtranskripts 
blockiert und so die Bildung der reifen mRNA durch 
das Spleißosom verhindert (Abb. 17.13). 

Die Antisense-RNA-Oligonucleotide sind nicht 
besonders stabil und werden von vielen Zellen nur 
schlecht aufgenommen. Durch Einschleusen der 
Antisense-RNA mit Liposomen könnte man dieses 
Aufnahmeproblem umgehen. Als weitere Möglich- 
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17.12 Gentherapie gegen Krebs 
mit vollständigen antisense- 
Genen 

Durch umgekehrten Einbau des 
cDNA-Gens für IGF-1 wurde daraus 
eine RNA transkribiert, die komple- 
mentär zu der mRNA des Wildtyp- 
IGF-1-Gens war. Nach Transforma- 
tion dieses Antisense-Konstrukts in 
Gliazellen, band die Antisense-RNA 
sämtliche Wildtyp-IGF-1-mRNA und 
blockierte so die Produktion des 
IGF-1-Proteins. Reguliert wurde das 
Antisense-IGF-1-Gen von einem 
Metallothionein-Promotor, der nur 
in Anwesenheit von Schwermetallen 
aktiviert wird. 
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keit bietet sich die Verwendung modifizierter Oligo- 
nucleotide an. Aus DNA anstelle von RNA erstellte 
Antisense-Sequenzen sind ebenso effektiv, aber ein- 
facher zu synthetisieren und stabiler als RNA. Oligo- 
nucleotide mit Phosphorthioatbindungen zeichnen 
sich durch eine höhere Stabilität aus als solche mit 
Phosphodiesterbindungen. Extrem stabil sind solche 
aus Peptidnucleinsäuren. 

Weil es an wirkungsvollen Mitteln gegen Malaria 
fehlt und weltweit immer mehr Fälle dieser Krank- 
heit auftreten, testet man nun Antisense-Reagenzien 
gegen Malaria. Versuchsweise hat man mithilfe von 
Antisense-Oligonucleotiden (die in Wirklichkeit aus 
DNA mit Phosphorthioatbindungen bestehen) die 
Synthese von Aldolase bei Plasmodium falciparum, 
dem Erreger der malignen Form der Malaria, blo- 
ckiert. Aldolase ist das vierte Enzym der Glykolyse, 
und die im Blut lebenden Stadien von P. falcipa- 
rum gewinnen ihre Energie fast ausschließlich aus 
der Glykolyse. Die Antisense-Moleküle zielten so- 
wohl auf die Spleißstellen auf der prä-RNA als auch 
auf den Startpunkt der Translation auf der reifen 
mRNA ab. Als die Aldolaseaktivität sank, erlangten 
die Malariaparasiten nicht mehr genügend Energie 
und stellten Wachstum und Teilung weitgehend ein. 
Ebenfalls überprüft werden Antisense-Reagenzien, 
die auf Topoisomerase II und Clag9 abzielen (die für 
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die Bindung an das CD36-Protein der roten Blutkör- 
perchen benötigt werden). 


Mithilfe von Antisense-RNA-Oligonucleotiden kann 
man die Expression spezifischer mRNAs verhin- 
dern. Für einen klinischen Einsatz müssen noch die 
Probleme der Stabilität und Übertragung überwun- 
den werden. 


Aptamere - Blockieren 
von Proteinen mit RNA 


Theoretisch könnten Antisense-Oligonucleotide die 
Genexpression auch beeinträchtigen, indem sie die 
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA 
verhindern. Viele DNA-bindende Proteine weisen re- 
lativ kurze Erkennungssequenzen auf. Daher könnten 
kurze Oligonucleotide die DNA-Bindungsstelle des 
Proteins blockieren. Ohne einen aktiven Transkripti- 
onsfaktor würde das Zielgen nicht transkribiert. 

Im Prinzip könnte man für Bindungsstellen jegli- 
cher Form ein passendes künstliches Oligonucleotid 
herstellen. Selbst wenn ein Enzym normalerweise 
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17.13 Ziele für Antisense-Oligo- 
nucleotide 
Antisense-Oligonucleotide binden an 
Spleißstellen und 3’-UTR-Sequenzen 
(untranslatierte Sequenzen am 
3’-Ende) und verhindern so, dass 
prä-mRNA (das Primärtranskript) in 
mRNA prozessiert wird. Die Anti- 
sense-Oligonucleotide können auch 
an die 5’-UTR-Sequenzen und an 
den Translationsstartpunkt auf der 
mRNA binden und so die Translation 
in ein Protein blockieren. 


VRR 


Gentherapie 


nicht an Nucleinsäuren bindet, könnte man ein Oli- 
gonucleotid erzeugen, welches das aktive Zentrum 
des Proteins blockiert. Solche Oligonucleotide ent- 
sprechen nicht den natürlichen Nucleinsäuresequen- 
zen und werden Aptamere genannt. Experimentell 
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17.14 Selektion von Aptameren gegen Enzyme 

Um ein Oligonucleotid zu finden, das an ein spezifisches 
Enzym bindet, synthetisiert man einen Pool von Oligonu- 
cleotiden mit zufälligen Sequenzen. Für die spätere PCR- 
Amplifikation werden die Enden jeweils mit kurzen Primer- 
Bindungssequenzen verknüpft. Anschließend lässt man 
den Pool aus zufälligen Oligonucleotiden durch eine Säule 
mit dem Zielenzym laufen. Oligonucleotide, die das Enzym 
erkennen, bleiben an der Säule haften, während alle ande- 
ren durchlaufen. Die an die Säule gebundenen Sequenzen 
kann man isolieren und mittels PCR amplifizieren. 


konnte man diese Vorgehensweise anhand des En- 
zyms Thrombin zeigen, einer Protease, die an der 
Blutgerinnungskaskade beteiligt ist. Das Antithrom- 
bin-Aptamer ist kurzlebig, weil es in vivo rasch ab- 
gebaut wird. Zur Verhinderung der Blutgerinnung, 
könnte es sich beispielsweise bei Bypass-Operationen 
als nützlich erweisen. 

Aptamere können durch eine Kombination aus 
molekularer Selektion und PCR-Amplifikation herge- 
stellt werden. Dazu synthetisiert man mittels Festpha- 
sensynthese zufällige Oligonucleotide (aus 50 oder 60 
Basen), wobei man für jeden Schritt ein Gemisch aus 
allen vier Basen verwendet. Die Enden der zufälligen 
Sequenzen dieses Pools werden dann jeweils durch Li- 
gation mit (etwa 20 Basen langen) Primer-Bindungs- 
sequenzen verknüpft. Danach lässt man das Gemisch 
durch eine Säule laufen, an die das Zielprotein gebun- 
den ist (Abb. 17.14). Einige der Oligonucleotide binden 
an das Protein und werden so von der Säule zurückge- 
halten. Diese werden dann dissoziiert und durch PCR 
amplifiziert. Die gebundenen Oligonucleotide stellen 
ein Gemisch dar: Manche binden schwach, andere 
stark. Daher wiederholt man die Bindungs- und PCR- 
Schritte zwei- bis dreimal, um nur Oligonucleotide mit 
hoher Bindungsaffinität zu selektieren. 

Im Jahr 2004 wurde in den USA, 2006 dann auch 
in Europa, Pegaptanib (Macugen; von Eyetech Phar- 
maceuticals, Pfizer, New York) zur Behandlung der 
Erblindung durch altersbedingte Maculadegenera- 
tion zugelassen. Pegaptanib ist ein Aptamer, das die 
Wirkung einer Isoform des Wachstumsfaktors VEGF 
(engl. vascular endothelial growth factor) inhibiert. 
Dieser ist für eine anormale Gefäßneubildung im Auge 
verantwortlich. Die Bindung von Pegaptanib an VEGF 
verhindert, dass dieser an seinen Rezeptor bindet. 


Mit kurzen künstlichen Nucleotiden, die man als 
Aptamere bezeichnet, kann man die Aktivität be- 
stimmter Proteine blockieren. 


Ribozyme in der Gentherapie 


RNA-Moleküle mit katalytischen Fähigkeiten werden 
Ribozyme genannt. Einige Ribozyme entfalten ihre 
Wirkung durch Spaltung anderer RNA-Moleküle. Die 
katalytischen Domänen solcher Ribozyme führen die 
Reaktion fusioniert mit anderen Domänen aus, die 
das RNA-Substrat durch Basenpaarung erkennen 
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(Abb. 17.15). Wird die Sequenz der Substraterken- 
nungsdomäne verändert, so erkennt das Ribozym 
ein anderes Ziel-RNA-Molekül. Man könnte also Ri- 
bozyme erzeugen, die jedes beliebige Ziel-mRNA- 
Molekül erkennen und zerstören. Bislang befindet 
sich diese Verwendungsmöglichkeit der Ribozyme 
noch in der Versuchsphase. In der Praxis würde man 
für die Übertragung in die Zielzelle wahrscheinlich 
einen Vektor verwenden, der ein für das Ribozym 
codierendes Gen trägt. Die Transkription dieses Gens 
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17.15 Zielgerichtete Ribozyme 

Im Rahmen einer Gentherapie kann auch ein Gen fir ein 
Ribozym in eine defekte Zelle übertragen werden. Das 
Ribozym hat zwei Domänen: Die katalytische Domäne 
fungiert als Enzym, die Erkennungsdomäne bindet an eine 
spezifische Ziel-RNA. Nach der Bindung spaltet die kataly- 
tische Domäne die Ziel-RNA. 


würde zur Produktion der Ribozym-RNA führen. 
Das Ribozym schließlich würde an die Ziel-mRNA 
binden und diese spalten. 

Sämtliche natürlich vorkommenden Nucleinsäu- 
reenzyme bestehen aus RNA. Chemisch gesehen gibt 
es jedoch keinen Grund, warum DNA nicht auch 
katalytisch wirken sollte. Tatsächlich kann man mit 
Sequenzen, die denen der RNA-Ribozyme entspre- 
chen, künstlich Desoxyribozyme synthetisieren. Die 
DNAzyme werden weniger leicht abgebaut und kön- 
nen mittels PCR-Techniken in zahllosen Kopien her- 
gestellt werden. 

Die meisten derzeit erforschten DNAzyme sind 
gegen Krebszellen oder infektiöse Mikroorganismen 
gerichtet. Die Antibiotikaresistenz von Bakterien 
entwickelt sich zu einem immer größeren Problem. 
Eine interessante Möglichkeit, dieses zu lösen, ist die 
Verwendung von DNAzymen, um die mRNA für En- 
zyme zu spalten, welche den Bakterien die Antibio- 
tikaresistenz verleihen. Dann könnten die Bakterien 
mithilfe der Antibiotika abgetötet werden, obwohl sie 
ein Resistenzgen besitzen. 


Ribozyme, die RNA-Zielmoleküle spalten, wurden 
als potenzielle therapeutische Agenzien ins Spiel 
gebracht. 
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Krebs hat eine genetische 
Grundlage 


Genau wie Erbkrankheiten hat auch Krebs eine ge- 
netische Grundlage. Unter Erbkrankheiten versteht 
man genetische Störungen, die über die Keimzellen 
an andere Individuen weitergegeben werden. Damit 
bei vielzelligen Organismen auftretende Mutationen 
an die Nachkommen weitervererbt werden, müssen 
sie in den Zellen der Keimbahn auftreten, aus denen 
Eizellen und Spermienzellen hervorgehen. Im Ge- 
gensatz dazu sind Krebserkrankungen auf einen ein- 
zigen vielzelligen Organismus beschränkt und wer- 
den nicht an die nächste Generation weitergegeben. 
Bei einer Mutation in einer somatischen Zelle - also 
in einer der Zellen, aus denen der übrige Körper auf- 
gebaut ist - ergeben sich verschiedene Möglichkeiten 
(Abb. 18.1). Besonders nachteilig können sich Muta- 
tionen auswirken, die in einem frühen Stadium der 
Embryonalentwicklung auftreten, da aus jeder Zelle 
des Embryos während der Entwicklung zahlreiche 
weitere Zellen hervorgehen. Findet eine gravierende 
Mutation in einer der einzelnen Vorläuferzellen ei- 
nes wichtigen Organs oder Gewebes statt, kann dies 
schwerwiegende oder sogar tödliche Folgen haben. 
Die meisten der später auftretenden somatischen 
Mutationen betreffen nur eine oder wenige Zellen 
und werden kaum von Bedeutung sein. 

Dennoch gibt es somatische Mutationen, die erst 
nach Erreichen der Geschlechtsreife auftreten und 
trotzdem gefährlich für den Organismus sind. Krebs 
entsteht durch somatische Mutationen, die die regu- 
latorischen Systeme zur Kontrolle von Zellwachstum 
und Zellteilung schädigen. Oft beginnt Krebs damit, 
dass eine einzelne Zelle beginnt, zu wachsen und sich 
wieder zu teilen, nachdem sie Wachstum und Teilung 
vermeintlich schon lange eingestellt hat (Abb. 18.1). 
Krebs entwickelt sich in mehreren Stadien und über 
mehrere Mutationen. Als Erstes geht die normale 
Kontrolle einer Zelle über die Zellteilung verloren. 
Als Zweites teilt sich diese abnormale (mutierte) 
Zelle und bildet einen Mikrotumor. Im menschlichen 
Körper werden zahlreiche Mikrotumoren gebildet. 
Die meisten davon werden vom Immunsystem zer- 
stört, andere verbleiben über Monate oder Jahre in 
einem Ruhestadium. 

Kleine Mikrotumoren, die aus bis zu einer Million 
Zellen bestehen, treten in ein solches Ruhestadium 
ein, weil sie keine Möglichkeit haben, Nährstoffe zu 
erlangen. Treten jedoch weitere Mutationen auf, so 


kann es sein, dass der Tumor Blutgefäße ausbildet. Die 
mutierten Krebszellen senden Signalmoleküle an die 
umgebenden Gewebe aus, die Gefäßendothelzellen an- 
ziehen. Diese organisieren sich dann in einem als An- 
giogenese bezeichneten Prozess zu Blutgefäßen. Wenn 
der Mikrotumor seine eigene Blutversorgung hat, kann 
der Tumor zu einer großen Masse weiterwachsen. Ver- 
bleibt diese an einer Stelle, so spricht man von einem 
benignen oder gutartigen Tumor. Nach dessen chir- 
urgischer Entfernung bleiben beim Patienten meist 
keinerlei Schäden zurück. Aufgrund weiterer Mutatio- 
nen kann ein Krebs aber schließlich auch die Fähigkeit 
erlangen, in andere Gewebe einzudringen und Sekun- 
därtumoren zu bilden. Krebsformen mit solchen mali- 
gnen oder bösartigen Tumoren, die sich bereits ausge- 
breitet haben, sind weitaus schwieriger zu heilen. 


Bei Krebs handelt es sich um somatische Muta- 
tionen, welche die Kontrolle von Zellteilung und 
Zelltod stören. Zur Bildung von Mikrotumoren 
sind mehrere somatische Mutationen erforderlich. 
Wenn sich in Mikrotumoren Blutgefäße bilden, 
wachsen sie zu großen Tumoren aus. 


Umweltfaktoren und Krebs 


Rauchen, chemische Schadstoffe in der Umwelt und 
radioaktive Strahlung können Krebs auslösen. All 
diese Faktoren verursachen jedoch zunächst Mu- 
tationen. Da Krebs größtenteils durch Mutationen 
in somatischen Zellen entsteht, können mutations- 
auslösende Chemikalien - also Mutagene - auch 
Krebs hervorrufen. Ähnlich führt Strahlung, welche 
die DNA schädigt, zu Mutationen und Krebs. Aber 
nicht durch jede Mutation entsteht letztendlich auch 
Krebs. Die meisten Mutationen betreffen noch nicht 
einmal die transkribierten Regionen der DNA, und 
selbst wenn ein bestimmtes Gen davon betroffen ist, 
ist dieses nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit 
an der Kontrolle der Zellteilung beteiligt. 

Einige krebsauslösende Mutationen gehen auf 
Umweltfaktoren zurück, andere dagegen entstehen 
spontan infolge von Fehlern während der Replika- 
tion der zellulären DNA. Krebsauslösende Faktoren 
nennt man Karzinogene oder Cancerogene. Fast 
alle Karzinogene sind auch Mutagene. Gelegentlich 
treten Unstimmigkeiten aufgrund des Stoffwechsels 
im Körper auf, gewöhnlich in der Leber. Bestimmte 
Substanzen, die nicht mit der DNA selbst reagieren, 
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18.1 Krebs entsteht durch somatische Mutationen 

a Frühe Embryonen enthalten Keimbahnzellen, aus denen sich Eizellen und Spermien entwickeln, sowie somatische 
Zellen, aus denen der übrige Organismus aufgebaut ist. Je nach Zeitpunkt des Auftretens wirkt sich eine somatische Mu- 
tation gewöhnlich nur auf einen kleinen Teil des gesamten Organismus aus, beispielsweise auf die Milz. b Krebs entsteht, 
wenn eine somatische Zelle aufgrund von Fehlern bei der DNA-Replikation oder durch Einwirkung eines Karzinogens 
mutiert. Die Mutation ermöglicht einer Zelle, bei der eigentlich gar keine Teilung mehr erfolgen sollte, sich zu teilen. Die 
mutierten Zellen teilen sich kontinuierlich weiter und bilden einen Mikrotumor. 
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können vom Körper so modifiziert werden, dass die 
Derivate mit DNA reagieren. In diesem Fall ist die 
Originalverbindung definitionsgemäß ein Karzino- 
gen, aber streng genommen kein Mutagen. 

Ungefähr 80 % der Krebsformen entwickeln sich 
aus den Epithelzellen, welche die äußere Hülle von Ge- 
weben bilden. Zu den Epithelzellen gehören die Zellen 
der Hautoberfläche sowie Zellen der Schleimhaut von 
Darmtrakt und Lunge. Weil die äußersten Schichten 
ständig abgetragen werden, müssen sich die darunter 
liegenden Schichten kontinuierlich weiter teilen. Zel- 
len von Geweben, in denen es nur selten zur Zelltei- 
lung kommt, entwickeln sich nur sehr selten zu Krebs- 
zellen. (Nerven- und Muskelkrebs machen nur 3-4 % 
aller Krebsformen aus.) Insgesamt gesehen sind die 
Zellen der Oberflächen auch viel häufiger gefährlichen 
Chemikalien und schädlicher Strahlung ausgesetzt. 


Karzinogene sind krebsauslösende Faktoren. Muta- 
gene verursachen Veränderungen des genetischen 
Codes einer Zelle. Fast alle Karzinogene sind auch 

Mutagene. 


Normale Zellteilung: 
der Zellzyklus 


Besser verständlich wird die Entstehung von Krebs, 

wenn man sich den Verlauf einer normalen Zelltei- 

lung ansieht. Bei eukaryotischen Zellen besteht der 

Zellzyklus aus vier Stadien (s. Kap. 4 und Abb. 4.9). 

1. G,-Phase (gap-Phase 1) - Wachstum der Zelle; 

2. S-Phase (Synthesephase) - Duplikation von DNA 
und Chromosomen; 

3. G,-Phase (gap-Phase 2) - Wachstum der Zelle 
und Vorbereitung auf die Teilung; 

4. M-Phase (Mitosephase) - Teilung der Zelle und 
des Zellkerns. 


Die Zellen können auch aus diesem Zyklus von Wachs- 
tum und Teilung ausscheren und in die G,-Phase (von 
engl. gap = Lücke) eintreten. Die meisten sich nicht 
teilenden Zellen befinden sich in der G,-Phase. Viele 
davon differenzieren sich und teilen sich danach unter 
normalen Umständen nie wieder (Abb. 18.2). 

Den Übergang von einer Phase in die nächste 
ermöglichen als Cycline bezeichnete Proteine, von 
denen es für jede der vier Hauptphasen eines gibt. Die 
Cycline fungieren als eine Art „Sicherheits-Check“: 


Sie überwachen die Umwelt und stellen sicher, dass 
vor dem Fortschreiten des Zellzyklus das vorherige 
Stadium auch wirklich richtig abgeschlossen ist. Dabei 
arbeiten die Cycline mit Cyclin-abhängigen Kinasen 
(CDKs; engl. cyclin-dependent kinases) zusammen. 
Wenn das Cyclin für einen bestimmten Schritt des 
Zellzyklus feststellt, dass die Bedingungen geeignet 
sind, bindet es an die entsprechende CDK (Abb. 18.3). 
Dadurch wird diese aktiviert und phosphoryliert eine 
Reihe weiterer Proteine - die Enzyme und Struktur- 
proteine, die am Vorgang der Zellteilung beteiligt 
sind. Diese Proteine befinden sich im Wartezustand, 
bis sie durch die Phosphorylierung aktiviert werden. 
Die Wirkung der Cycline versucht man mittels meh- 
rerer Antionkogene zu unterbinden (s. weiter unten). 

Der wahrscheinlich kritischste Punkt ist der 
Übergang zwischen der G,- und der S-Phase; er wird 
durch die beiden Transkriptionsfaktoren E2F und 
p53 zusammen mit dem Protein pRB (dem Produkt 
des Retinoblastomgens, eines Antionkogens) kontrol- 
liert. E2F begünstigt die Expression mehrerer an der 
Replikation der DNA beteiligter Gene. Außerdem 
erhöht es die Synthese der Cycline E und A, die den 
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18.2 Der eukaryotische Zellzyklus: Teilung oder Dif- 
ferenzierung 

Der Zellzyklus besteht normalerweise aus den vier Phasen 
G,, S, G, und M. Unter bestimmten Bedingungen kann 
sich eine Zelle jedoch, statt von der G,- in die S-Phase 
überzugehen, differenzieren und in die G,-Phase eintreten. 
Differenziert sich die Zelle nicht, so erhält sie ein Signal 
von Cyclin D und E, tritt in die S-Phase ein und repliziert 
ihre DNA. Nach etwa fünf Stunden löst ein weiteres Signal 
von Cyclin A den Übergang der Zelle in die G,-Phase aus. 
Anschließend wird Cyclin B aktiv, und die Zelle beginnt mit 
der Mitose und teilt sich. 
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Zellzyklus nach der G,-Phase steuern (Abb. 18.4). 
Durch Bindung an pRB wird E2F inaktiviert, bis die 
Zelle von außen ein Signal erhält. Externe Wachs- 
tumsfaktoren bewirken die Synthese von Cyclin D. 
Dieses aktiviert CDK4, die wiederum pRB phospho- 
ryliert. Das phosphorylierte pRB setzt E2F frei, der 
dann seine Zielgene aktivieren kann. Auf der nega- 
tiven Seite dieses Regulationssystems dominiert das 
Protein p53 (s. weiter unten). 
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18.3 Cycline entfalten ihre Wirkung über Cyclin- 
abhängige Kinasen 

Bevor eine Zelle in eine neue Phase des Zellzyklus eintre- 
ten kann, muss zunächst das entsprechende Cyclin einen 
Komplex mit einer Cyclin-abhängigen Kinase (CDK) einge- 
hen. Durch Addition einer Phosphatgruppe aus ATP wird 
der Cyclin/CDK-Komplex aktiviert. Der aktive Komplex 
überträgt dann die Phosphatgruppe auf andere Proteine, 
die an der Zellteilung beteiligt sind. 


In eukaryotischen Zellen wird der Ablauf der aufei- 
nanderfolgenden Phasen der Zellteilung durch Cy- 
cline kontrolliert. In jeder Phase erreicht die Zelle 
einen Kontrollpunkt und stellt sicher, dass sich 

alle Proteine und die DNA in der richtigen Position 
befinden, bevor der Übergang in die nächste Phase 
erfolgt. E2F und pRB kontrollieren den Übergang 
von der G,- in die S-Phase. 
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18.4 Kontrolle des Übergangs von der G,-Phase in 
die S-Phase durch pRB und E2F 

Am Ende der G,-Phase muss zur Initiation des Ubergangs 
in die S-Phase Cyclin D aktiviert werden. Dazu muss 
Cyclin D an seinen Partner CDK4 binden. Nach Bildung 
dieses Cylin/CDK4-Komplexes wird ATP hydrolysiert und 
eine Phosphatgruppe auf den Komplex übertragen. Diese 
Phosphatgruppe wird dann weiter transferiert auf pRB, das 
daraufhin E2F freisetzt. Dadurch können nun die zur Initia- 
tion der DNA-Replikation erforderlichen Gene transkribiert 
werden. 
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Die Zellteilung reagiert 
auf externe Signale 


Es gibt eine große Zahl von extrazellulären Wachs- 
tumsfaktoren und Hormonen. Viele davon wirken 
spezifisch auf bestimmte Zellen oder Gewebe ein. 
So stimuliert beispielsweise der epidermale Wachs- 
tumsfaktor EGF (engl. epidermal growth factor) Epi- 
thelzellen und der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 
FGF (engl. fibroblast growth factor) Muskelzellen. 
Die Wachstumsfaktoren werden von spezifischen 
Rezeptoren an der Zelloberfläche gebunden. Durch 
diese Bindung wird die innere Domäne des Rezep- 
tors aktiviert. Das ist häufig selbst eine Protein- 
kinase, oder die Domäne aktiviert eine assoziierte 
Proteinkinase (Abb. 18.5). Im typischen Fall aktiviert 
die Proteinkinase ein Protein der Ras-Familie, und 
dieses stimuliert wiederum eine Phosphorylierungs- 
kaskade. Diese besteht aus drei Mitogen-aktivierten 
Proteinkinasen (MAP-Kinasen). MAPK-Kinase- 
Kinase (MAPKKK) aktiviert MAPK-Kinase (MAP- 
KK), die wiederum MAP-Kinase (MAPK) aktiviert. 
Schließlich phosphoryliert MAPK Transkriptionsfak- 
toren, die zu einem frühen Zeitpunkt der Zellteilung 
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18.5 Aktivierung des Wachstumsfaktor-Rezeptors 


benötigte Gene aktivieren, darunter auch das Gen für 
Cyclin D. 


Die Zellteilung wird durch Wachstumsfaktoren 
aktiviert. Diese senden über eine Kaskade aus Pro- 
teinkinasen ein Signal von außerhalb der Zelle zum 
Zellkern. 


Gene, die bei Krebs eine 
Rolle spielen 


Bei den Genen, die bei Krebs eine Rolle spielen, ist 
es wichtig, grundsätzlich zwei verschiedene Typen zu 
unterscheiden. Einige Gene beeinflussen die Anfäl- 
ligkeit einer Person für Krebs. Eine erhöhte Anfällig- 
keit kann genau wie jede andere genetische Störung 
erblich sein (s. weiter unten). Zusätzlich sind noch 
zwei Klassen von Genen (infolge von somatischen 
Mutationen) direkt an der Entstehung von Krebs 
beteiligt. Das sind die Onkogene und die Tumorsup- 
pressorgene oder Antionkogene. 


Signalübertragungsproteine 
binden an den Rezeptor 
und leiten Signal weiter 


SEAN 


Wachstumsfaktor-Rezeptoren weisen drei Domänen auf: die extrazelluläre Bindungsstelle, die Transmembranregion und 
die intrazelluläre Tyrosin-Kinase-Domäne. Wenn an die extrazelluläre Domäne ein Signalmolekül bindet, binden zwei 
Rezeptormoleküle aneinander. Dies bewirkt, dass die Tyrosin-Kinase-Domänen einander durch gegenseitige Phosphory- 
lierung aktivieren. Mit den Phosphatgruppen werden dann nachgeschaltete Signalmoleküle aktiviert, die wiederum die 


Transkriptionsfaktoren für das Zellwachstum aktivieren. 
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Ein wesentlicher Unterschied zwischen Onkoge- 
nen und Antionkogenen beruht auf der Tatsache, 
dass Tiere diploid sind und zwei Kopien jedes Gens 
besitzen. Onkogene sind krebsauslösende Gene. Mu- 
tierte Onkogene begünstigen die Bildung von Krebs- 
zellen. Mutationen in Onkogenen sind dominant. 
Daher reicht eine einzelne onkogenische Mutation 
in nur einem Allel eines Gens aus, um sich auszuwir- 
ken. Die zweite Wildtypkopie des Gens kann diesen 
Defekt nicht kompensieren. 

Tumorsuppressorgene tiben dagegen einen nega- 
tiven Effekt auf die Entwicklung von Krebs aus. Wie 
ihr Name andeutet, unterdriicken sie normalerweise 
die Teilung von Krebszellen. Damit Krebs wachsen 
kann, miissen beide Kopien eines Tumorsuppres- 
sorgens durch eine Mutation inaktiviert sein. Eine 
Mutation in nur einem Allel eines Tumorsuppressor- 
gens wirkt sich nicht aus, denn es handelt sich um 
rezessive Mutationen. 

Weil Krebs auf Mutationen zurückzuführen ist, 
werden die Techniken zur Genomanalyse auch häu- 
fig zur Analyse von Krebs auf genetischer Ebene ein- 
gesetzt. Dazu gehören beispielsweise DNA-Sequen- 
zierung, PCR und Microarrays, die bereits in den 
Kapiteln 4 und 8 beschrieben wurden. 


Zwei Typen von Genen können Krebs auslösen: 
Onkogene und Tumorsuppressorgene. Onkogene 
bilden sich, wenn in einem Protoonkogen eine 
einzelne dominante Mutation erfolgt. Tumorsup- 
pressorgene schützen Zellen vor Krebs; wenn beide 
Kopien dieser Gene mutiert sind, ist dieser Schutz 
der Zelle aufgehoben. 


Onkogene und 
Protoonkogene 


Erstmals entdeckt hat man Onkogene bei krebser- 
regenden Viren, sie finden sich jedoch auch in allen 
normalen Zellen. Das ursprüngliche, nichtmutierte 
Wildtypallel eines Onkogens bezeichnet man biswei- 
len als Protoonkogen. Das Wildtyp-Protoonkogen 
fördert Wachstum und Teilung der Zelle. Die Zelltei- 
lung muss während der Entwicklung eines vielzelli- 
gen Organismus streng kontrolliert werden. Hat ein 
Organ oder Gewebe seine richtige Größe erreicht, 
sollte das Wachstum eingestellt werden - mit an- 
deren Worten, die Zellen sollten aufhören, sich zu 
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18.6 Onkogene sind mutierte Allele von Protoonko- 
genen 

Die menschliche DNA enthält als Protoonkogene bezeich- 
nete Gene, die normalerweise die Zellteilung kontrollieren. 
Tritt in diesen Protoonkogenen eine Mutation auf, kann 
die Zelle ihre Teilung nicht mehr kontrollieren, und es bil- 
det sich schließlich ein Tumor. 


teilen. Natürlich sind Mutationen an Genen, die die 
Zellteilung kontrollieren, potenziell sehr gefährlich. 
Bei diesen mutierten Versionen handelt es sich um 
die krebsauslösenden Onkogene (Abb. 18.6). 

Die Genome krebserregender Viren enthalten 
ebenfalls Onkogene. Diese Onkogene stammen je- 
doch ursprünglich aus dem Genom der Wirtszel- 
len, die das Virus infiziert. Bestimmte Virustypen 
nehmen gelegentlich zelluläre DNA auf und bauen 
diese in ihr Virusgenom ein. Wenn die aufgenom- 
mene DNA ein Onkogen enthält, entsteht ein krebs- 
erregendes onkogenes Virus (Abb. 18.7). Von Viren 
stammende Onkogene bezeichnet man als virale On- 
kogene (geschrieben v-onc) und unterscheidet sie so 
von zellulären Onkogenen (c-onc). Man kennt zwar 
einige wenige Krebsviren, die meisten beim Men- 
schen auftretenden Formen von Krebs gehen jedoch 
nicht auf Viren zurück, sondern auf Neumutationen 
zellulärer Protoonkogene zu Onkogenen. 


Onkogene sind mutierte Formen von Protoonkoge- 
nen; dies ist die Bezeichnung für das ursprüngliche, 
nichtmutierte Gen. 

Onkogene Viren erlangen Onkogene von einer 
Wirtszelle und übertragen das Onkogen dann bei 
der Infektion auf andere Wirte. 
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18.7 Aufnahme viraler Onkogene aus Wirtszellen 
Der Vergleich eines ancestralen viralen Genoms mit 
seinem heutigen Gegenstück zeigt, dass neue Gene hin- 
zugekommen sind. In diesem Beispiel hat das Virus das 
v-onc-Gen aufgenommen, eine Kopie eines Protoonkogens 
aus der Wirtszell-DNA. Wenn dieses Virus in einen neuen 
Wirt eindringt, kommt es durch eine Überexpression des 
viralen Onkogens beim Wirt zu einer unkontrollierten Zell- 
teilung, durch die letztendlich Krebs entsteht. 


Nachweis von Onkogenen 
durch Transformation 


Wird aus Krebszellen DNA extrahiert und in gesun- 
de Zellen eingebaut, so können sich diese in Krebs- 
zellen verwandeln. Man spricht in diesem Fall von 
Transformation. (Hierbei ist zu beachten, dass der 
Begriff Transformation in der Genetik von Bakterien 
eine verwandte, aber andere Bedeutung hat; dort 
bezeichnet man damit Aufnahme und Einbau von 
Fremd-DNA.) Besteht der Verdacht auf das Vorhan- 
densein eines Onkogens, so kann man dies überprü- 
fen, indem man zu geeigneten Zellen in Kultur eine 
Probe der verdächtigen DNA hinzugibt. 

Normale tierische Zellen bilden in einer Zellkul- 
tur eine dünne, einlagige Zellschicht auf der Ober- 
fläche des Kulturmediums. Normalerweise über- 
wachsen sie einander nicht und bilden auch keine 
Zellhaufen (Abb. 18.8). Ist die gesamte verfügbare 
Oberfläche der Kulturschale bedeckt und jede Zelle 
steht auf allen Seiten in direktem Kontakt mit Nach- 
barzellen, so wird die Zellteilung eingestellt. Man 
spricht von der sogenannten Kontakthemmung. Im 
Gegensatz dazu wachsen Krebszellen ungehemmt: 
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18.8 Bei Krebszellen geht die Kontakthemmung 
verloren 

Normale Zellen wachsen in einer Zellkultur, bis sie auf 
allen Seiten mit benachbarten Zellen in Kontakt kommen. 
Dann stellen sie die Teilung ein. Bei Mutationen, welche 
die Gene für die Zellteilung betreffen, teilen sich die Zellen 
weiter und bilden in der Kulturschale kleine Mikrotumoren. 


Sie teilen sich weiter und aggregieren zu Zellhaufen 
(s. Abb. 18.8). Solche sichtbaren kleinen Zellhaufen 
bilden sich, wenn man normalen Zellen in einer 
Zellkultur DNA mit einem Onkogen beifügt. Man 
könnte diese Zellhaufen als Miniaturtumoren be- 
trachten. Injiziert man Zellen aus diesen Haufen in 
Versuchstiere wie Mäuse, so entwickeln diese einen 
echten Tumor (Abb. 18.9). 

Eine damit verwandte Eigenschaft von Krebs- 
zellen ist ihr von einer Verankerung unabhängiges 
Wachstum. Anders als die meisten normalen Zellen 
können Krebszellen auch ohne die Bindung an Pro- 
teine der extrazellulären Matrix wachsen und sich 
teilen. Als Folge davon können Krebszellen wandern 
und sich an „falschen“ Stellen im Körper vermehren. 
Dieses Verhalten tritt besonders bei malignen (im 
Gegensatz zu benignen) Tumoren zutage. 


Normale Zellen bilden in vitro eine einlagige Schicht 
in der Kulturschale und stellen dann das Wachstum 
ein. Krebszellen wachsen weiter und werden durch 
Kontakt nicht in ihrem Wachstum gehemmt. 
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18.9 Menschliche Krebszellen verursachen Tumoren bei Mäusen 

Zellen der Melanomzelllinie B16-FO von Mäusen wurden in vitro mit DMEM-Medium und fetalem Rinderserum kultiviert. 
Anschließend injizierte man C57BL/6-Mäusen 1 x 10° lebende Zellen in die rechte Flanke. Innerhalb von drei Wochen 
entwickelten sich Tumoren mit Blutgefäßen (mittlere Maus). Bei der Kontrollmaus links wurden die B16-F0-Zellen vor der 
Beimpfung der Maus mit einem Plasmidvektor transfiziert, der das Gen für ß-Galactosidase enthielt. Bei der Maus rechts 
erfolgte eine Transfektion mit einem Plasmidvektor mit einer siRNA (short interfering RNA), welche die Expression von 
CX,CL1/Fraktalkin, einem Zelladhäsionsmolekül, blockiert. Bei Blockierung des Adhäsionsproteins ist der Tumor deutlich 
kleiner und viel weniger mit Gefäßen durchzogen. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung aus: Ren, Chen, Tian, Wei 


(2007) Biochem Biophys Res Commun 364: 978-984. 


Mutationstypen, durch die 
Onkogene entstehen 


Mutationen, durch die Onkogene entstehen, sind 
dominant und resultieren in einer vermehrten Zell- 
teilung. Das liegt daran, dass die onkogenen Mutati- 
onen nicht auf einen Verlust an Aktivität zurückzu- 
führen sind, sondern auf eine erhöhte Aktivität des 
von dem Onkogen codierten Produkts. Solche Funk- 


tionsgewinnmutationen können entstehen, wenn das 
von dem Protoonkogen codierte Protein verändert 
oder seine Produktion gesteigert wird (Abb. 18.10). 
Infolgedessen kann die Wildtypkopie des Protoonko- 
gens die Wirkung des Onkogens nicht aufheben. Wie 
alle anderen Gene enthält ein Protoonkogen eine re- 
gulatorische Region plus eine strukturelle Region, die 
für ein Protein codiert. Einige Onkogene entstehen 
durch Veränderungen der regulatorischen Region, 
die eine erhöhte Genexpression bewirken. Andere 
gehen auf Mutationen im strukturellen Anteil des 
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18.10 Onkogene Mutationen bewirken eine erhöhte Aktivität 

Drei verschiedene mögliche Mutationen können bewirken, dass aus Protoonkogenen Onkogene werden. Erstens kann 
durch eine Mutation die eigentliche Proteinsequenz verändert werden, wodurch ein überaktives Protein entsteht. Zwei- 
tens kann das gesamte Protoonkogen einmal oder mehrere Male dupliziert werden. Die zusätzlichen Kopien sorgen dann 
dafür, dass abnormal hohe Mengen Protein produziert werden. Drittens kann das Protoonkogen durch Neuordnungen von 
Chromosomen in die Nähe eines starken Promotors verschoben werden. Durch diesen neuen Promotor erhöht sich die 


Genexpression, und es wird mehr Protein synthetisiert. 


Protoonkogens zurück, durch die ein Protein mit 

erhöhter Aktivität synthetisiert wird. 

Der Weg zur Aktivierung von Zellwachstum und 
Zellteilung verläuft über mehrere Stufen; die daran 
beteiligten Proteine werden durch Protoonkogene 
codiert (Abb. 18.11). Es ist nicht überraschend, dass 
Mutationen, die eine Uberaktivierung einer dieser 
Proteinkomponenten zur Folge haben, aus Protoon- 
kogenen Onkogene machen. An der Zellteilung sind 
im Wesentlichen folgende Komponenten beteiligt: 

1. Wachstumsfaktoren: Das sind Proteine oder ande- 
re chemische Botenstoffe, die im Blut zirkulieren 
und Signale für eine Aktivierung des Wachstums 
an die Zelloberfläche übertragen. 

2. Zelloberflächenrezeptoren: Diese Proteine finden 
sich in der Zellmembran; sie erhalten dort chemi- 
sche Botschaften von außerhalb der Zelle. Sie lei- 
ten das Signal weiter, oftmals durch Aktivierung 
weiterer Proteine wie G-Proteine. 

3. Signaltransduktionsproteine: Diese leiten das Sig- 
nal von außerhalb der Zelle weiter zu Proteinen 


oder Genen, die an der Zellteilung beteiligt sind. 
Bei vielen dieser Proteine handelt es sich um 
Proteinkinasen, die andere Proteine durch Über- 
tragung einer Phosphatgruppe aktivieren oder 
inaktivieren. 

Transkriptionsfaktoren: Diese Proteine binden an 
Gene im Zellkern und schalten diese an. Das führt 
zur Synthese neuer Proteine - im Gegensatz zur 
Aktivierung der bereits vorhandenen. 


Protoonkogene werden zu Onkogenen, wenn eine 
Mutation die Aktivität des Proteins erhöht, wenn 
das Gen dupliziert wird oder wenn eine Mutation 
am Promotor die Expression des Proteins erhöht. 
Zellwachstum wird durch einen Wachstumsfaktor 
signalisiert, der an einen Zelloberflächenrezeptor 
bindet und diesen aktiviert. Der intrazelluläre Anteil 
des Rezeptors aktiviert intrazelluläre Proteine, die 
zum Zellkern wandern. Im Zellkern aktivieren diese 
Proteine einen Transkriptionsfaktor, der die Gene 
für das Wachstum anschaltet. 
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18.11 Komponenten, die das Wachstum und die 
Teilung von Zellen fördern 

Damit ein Signal für das Zellwachstum ausgeführt wird, 
sind mehrere Schritte erforderlich. Erstens ist an dem 
Wachstumssignal die Produktion von Wachstumsfaktoren 
beteiligt. Diese binden an einen Zelloberflächenrezeptor 
und aktivieren diesen. Dieser aktiviert wiederum ver- 
schiedene intrazelluläre Proteine, die das Signal von der 
Zellmembran in den Zellkern übertragen. Im Zellkern akti- 
viert ein Transkriptionsfaktor Gene, die für Wachstum und 
Teilung der Zelle benötigt werden. 


Das ras-Onkogen - Über- 
aktivierung des Proteins 


Ras-Proteine übertragen Signale für die Zellteilung 
beim Menschen, bei Fliegen und sogar bei Hefezel- 
len (Abb. 18.12). Wachstumssignale von außerhalb 
werden von Rezeptoren an der Zelloberfläche auf- 
genommen. Die aktivierten Rezeptoren übertragen 
das Signal auf das intrazelluläre Ras-Protein. Nach 
Erhalt eines Signals bindet normales Ras-Protein 
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18.12 Funktion des Ras-Proteins 

Wenn ein Zelloberflächenrezeptor ein Signal zum Wachstum 
erhält, überträgt er dieses auf das Ras-Protein. Das akti- 
vierte Ras bindet an GTP und übermittelt das Wachstums- 
signal an den Zellkern. Nach Übermittlung des Signals wird 
GTP zu GDP hydrolysiert, und Ras wird wieder inaktiviert. 


Guanosintriphosphat (GTP) und geht in die Signal- 
übertragungsform über. Nach Übertragung einer 
kurzen Signalfolge spaltet Ras das GTP in Gua- 
nosindiphosphat und Phosphat und geht wieder 
in die inaktive Form über. Die krebsauslösende 
Form des Ras-Proteins ist permanent aktiv - sie 
bleibt in der Signalübertragungsform und spaltet 
GTP nicht. Daher wird die Zelle kontinuierlich mit 
Signalen überflutet, die die Zellteilung vorantrei- 
ben, auch wenn von außen gar keine Signale an- 
kommen. 

Das ras-Onkogen entsteht durch den Austausch 
einer einzelnen Base in der Strukturregion des Gens. 
Dieser führt zur Veränderung einer einzelnen Ami- 
nosäure im codierten Protein (Abb. 18.13). Die meis- 
ten ras-Mutationen verändern die Aminosäure an 
Position 12; andere betreffen die Positionen 13 oder 
61. Nur wenige sehr spezifische Mutationen kön- 
nen aus dem Protoonkogen ein ras-Onkogen ma- 
chen. Die dreidimensionale Struktur des Ras-Prote- 
ins konnte durch Röntgenkristallographie ermittelt 
werden. Die wenigen, durch onkogene Mutationen 
veränderten Aminosäurereste sind alle direkt an 
der Bindung und Spaltung von GTP beteiligt. Eine 
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Überaktivierung von Ras hat eine unkontrollierte 
Zellteilung zur Folge und damit möglicherweise den 
Beginn von Krebs. Bei Lungen-, Dickdarm-, Bauch- 
speicheldrüsen- und Schilddrüsenkrebs hat man 
häufig Mutationen von ras festgestellt und im Detail 
analysiert. 


Ras wird zu einem Onkogen, wenn durch eine Mu- 
tation die Aminosäure an den Positionen 12, 13 
oder 61 ausgetauscht wird. Die onkogene Form 
des Ras-Proteins sendet kontinuierlich Signale 
zum Wachstum an den Zellkern. Normales Ras- 
Protein signalisiert nur dann Wachstum, wenn ein 
Wachstumsfaktor an die Oberflächenrezeptoren 
der Zelle bindet. 


mutiertes Ras-Protein 


einzelne falsche Aminosäure 


Proteinfaltung 


falsche Rt u 


an der GTP- 
GTP 


Bindungsstelle 


GTP kann nicht gespalten werden 


18.13 Mutationen, durch die das ras-Onkogen ent- 
steht, sind hoch spezifisch 

Damit ein normales Protoonkogen in das ras-Onkogen 
übergeht, müssen einzelne Aminosäuren ausgetauscht 
werden. Dieser Aminosäureaustausch verhindert die Hyd- 
rolyse von GTP durch Ras. Daher befindet sich das Protein 
permanent in seiner signalübertragenden Form. 


Das myc-Onkogen - Über- 
produktion des Proteins 


Manche Onkogene sind auf Mutationen zurückzu- 
führen, welche die Struktur eines Proteins wie Ras 
ändern. Doch nicht immer wird ein überaktives mu- 
tiertes Protein synthetisiert. Bei vielen anderen On- 
kogenen kommt es zu Veränderungen, durch die 
eine sehr viel größere Menge des Proteins produziert 
wird, das Protein selbst jedoch unverändert bleibt. 
Ein sehr bekanntes Beispiel ist das myc-Onko- 
gen. Es codiert für einen Transkriptionsfaktor, der 
für das Anschalten mehrerer anderer an der Zelltei- 
lung beteiligter Gene zuständig ist. Eine Überdosis 
an Myc-Protein kann auf zwei Wegen entstehen. 
Einige myc-abhängige Formen von Krebs resultieren 
aus chromosomalen Veränderungen, im Zuge derer 
das myc-Gen viele Male dupliziert wird. Anstelle 
der normalen zwei Kopien können aufgrund einer 
fehlerhaften Duplikation des DNA-Abschnitts, der 


Duplikation 


18.14 Uberproduktion des Myc-Proteins durch Gen- 
dosiseffekt 

Normalerweise ist das Myc-Gen in zwei Kopien vorhanden. 
Aufgrund einer aberranten Chromosomenreplikation kann 
es zu einer Duplikation des myc-Gens kommen. Ist dies 
der Fall, so steigt die Zahl der myc-Onkogene exponentiell 
an. Da alle diese Kopien exprimiert werden, nimmt auch 
die Menge des Myc-Proteins entsprechend zu, und es ent- 
wickelt sich Krebs. 
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das myc-Gen trägt, 50 bis 100 Kopien vorhanden sein 
(Abb. 18.14). Dadurch erfolgt auch eine Überpro- 
duktion des Myc-Proteins in der 50- bis 100-fachen 
Menge. 

Andererseits kann die Kopienzahl des myc-Gens 
auch unverändert bleiben, aber dessen Regulation 
kann sich verändern. Beim Burkitt-Lymphom, ei- 
ner seltenen chromosomalen Translokation, werden 
Abschnitte zweier nicht verwandter Chromosomen 
ausgetauscht. Dadurch kommt es zu einer Trennung 
des myc-Strukturgens von seiner eigenen regulatori- 
schen Region und zur Fusion mit einem hochgradig 
aktiven Promotor eines anderen Gens (Abb. 18.15). 
Daraufhin wird das Myc-Protein kontinuierlich in 
beträchtlichen Mengen produziert und ist nicht so 
strikt reguliert wie zuvor. 


regulatorische Region 


Chromosom 8 — u Myc 


hochgradig aktiver Enhancer 


O —_nen ns m 


Chromosom 14 


Burkitt-Lymphom 
Translokation 8q24/14q32 


Chromosom 8 


Chromosom 14 C 


Y BBS 


größere Zahl von Myc-Proteinen 


18.15 Uberproduktion des Myc-Proteins durch ver- 
anderte Promotoren 

Durch chromosomale Translokation des myc-Onkogens 
kann es zur Fusion des Strukturanteils des Gens mit ei- 
nem hochgradig aktiven Promotor kommen. Dadurch wird 
sehr viel mehr Protein synthetisiert. 


Mutationen des myc-Gens gehören zu den häu- 
figsten Krebsformen von Säugetieren. Bei den meis- 
ten Krebsformen des Menschen kommt es zu einer 
Überproduktion von Myc - wie häufig, ist jedoch 
je nach Tumortyp ausgesprochen unterschiedlich. 
Mutationen am myc-Gen kommen insbesondere bei 
weiter fortgeschrittenen Stadien vieler Krebsformen 
wie Lungen-, Brust- und Eierstockkrebs vor. 


Mye ist ein häufiges Onkogen. Bei einigen Krebsfor- 
men steigt die Zahl der myc-Gene aufgrund einer 
fehlerhaften DNA-Replikation, bei anderen gelangt 
das myc-Gen durch eine Translokation in die Nähe 
eines starken Promotors. Beide Mutationen erhö- 
hen die Menge an Myc-Protein, was ein zu starkes 
Zellwachstum zur Folge hat. 


Tumorsuppressorgene 
oder Antionkogene 


Tumorsuppressorgene oder Antionkogene unter- 
drücken normalerweise die Zellteilung. Folglich 
müssen beide Kopien inaktiviert sein, damit es zu 
einem krebsartigen Wachstum kommt. Eine Mu- 
tation in nur einer Kopie eines Tumorsuppressor- 
gens wirkt sich nicht aus. Es handelt sich also um 
rezessive Mutationen. Wurden beide Allele eines 
Gens durch Nullmutationen inaktiviert, spricht 
man vom sogenannten nullizygoten Zustand. Die 
beiden häufigsten Antionkogene sind Rb und p53 
(s. weiter unten). Bei fast allen menschlichen Tumo- 
ren sind entweder Rb oder p53, oft aber auch beide 
inaktiviert. 

Es gibt zwei Möglichkeiten, wie es zu einer Inak- 
tivierung beider Kopien eines Gens kommen kann 
(Abb. 18.16). Erstens können während der Teilung 
der Zellen, die den Körper bilden, zwei somatische 
Mutationen nacheinander auftreten. Zuerst wird 
eine Kopie des Gens inaktiviert, dann trifft eine 
zweite Mutation die zweite Kopie desselben Gens. 
Das scheint zwar ziemlich unwahrscheinlich, passiert 
jedoch gelegentlich - genügend Zeit und eine ausrei- 
chend hohe Zahl von Zellen vorausgesetzt. 

Der zweite Weg ist häufiger. Die erste Muta- 
tion erfolgt in einer Kopie des Gens in einer Keim- 
bahnzelle eines Vorfahren. Wird diese defekte Kopie 
weitervererbt, ist bei den Neugeborenen bereits von 
Geburt an in jeder Zelle eine Kopie des Gens in- 
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18.16 Mutationen in Tumorsuppressorgenen sind rezessiv 
Im Normalfall sind zwei Wildtyp-Antionkogene vorhanden. Um das Antionkogen vollständig zu inaktivieren, müssen zwei 


Mutationsereignisse auftreten. 


aktiviert. Nun kann es wahrend der Zellteilung zu 
einer somatischen Mutation kommen, durch die die 
zweite Kopie inaktiviert wird. Mit anderen Worten, 
ein defektes Allel wird geerbt, das andere entsteht 
durch eine somatische Mutation. Individuen, die ein 
einzelnes defektes Antionkogen erben, bekommen 
nicht immer Krebs. Sie erben lediglich eine erhöhte 
Wahrscheinlichkeit für Krebs. 

Dieses Schema gilt fiir ein Dutzend oder mehr 
Tumorsuppressorgene. Einige davon sind an einer 
Reihe von Krebsformen beteiligt, etwa das Retino- 
blastomgen (Rb-Gen). Dieses Gen wurde zunächst 
bei einer seltenen Krebsform der Retina (Netzhaut) 
des Auges entdeckt und nach dieser benannt, es spielt 
aber auch bei vielen anderen Tumoren eine Rolle. 
Weitere Antionkogene sind sehr gewebespezifisch. 
Eine Inaktivierung beider Kopien löst Krebs in ei- 
nem bestimmten Organs aus, wie beispielsweise das 
Wilms-Tumor-Gen, das für einen bestimmten Nie- 
renkrebs verantwortlich ist. 

Antionkogene codieren für Proteine, die norma- 
lerweise das Wachstum hemmen oder die Zellteilung 
verhindern. Einige das Wachstum und die Teilung 
aktivierende Faktoren kommen von außerhalb der 
Zelle. Anders ausgedrückt: Im Blut zirkulierende 
Hormone regulieren Wachstum und Entwicklung. 
Einige von Antionkogenen codierte Proteine sind 
daran beteiligt, diese externen Hormonsignale zu 
erkennen und ihre Wirkung auf die Zellteilung zu 
unterbinden (Abb. 18.17). Ein Beispiel hierfür ist das 
PTEN-Protein; es wirkt als Antagonist zu Insulinsi- 
gnalen und schränkt auf diese Weise Zellwachstum 
und Proteinsynthese ein. 
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18.17 Externes Signal für die Zellteilung 

Da wachstumsfördernde Signale häufig im Blut zirkulieren, 
sind die meisten Zellen des Körpers dem Wachstumssig- 
nal ausgesetzt. Es teilen sich jedoch nur einige Zellen, weil 
von Antionkogenen codierte Proteine die Übertragung des 
externen Reizes blockieren. Antionkogenproteine können 
an Signalübertragungsproteine binden und dadurch ver- 
hindern, dass diese Transkriptionsfaktoren aktivieren. 
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In jüngerer Zeit haben sich Hinweise gehäuft, dass 
einige somatische Zellen zusätzlich zu der externen 
Kontrolle noch vorprogrammiert sind. Es ist jeweils 
eine festgelegte Zahl von Zellteilungen erlaubt. Eine 
Art „innere Generationenuhr“ zählt, wie viele Teilun- 
gen noch erlaubt sind; sobald null erreicht ist, wer- 
den Wachstum und Teilung eingestellt. Einige Anti- 
onkogene sind Teil dieses Systems. Sind sie defekt, so 
hört die Zelle auf, sich zu teilen. Bei vielen der von 
Antionkogenen codierten Proteine handelt es sich um 
DNA-bindende Proteine, häufig mit Zinkfingern. 


Bei Tumorsuppressorgenen muss in beiden Kopien 
eine Mutation auftreten, damit Krebs entsteht. 
Manchmal erfolgen beide Mutationen zu unter- 
schiedlichen Zeitpunkten in derselben Zelle. An- 
dere Formen von Krebs entstehen, weil die Nach- 
kommen von einem Elternteil eine mutierte Kopie 
des Gens erben und bei ihnen somit nur noch eine 
Mutation stattfinden muss. 


Die Antionkogene p16, p21 
und p53 


Das bekannteste Antionkogen des Menschen ist 
das berüchtigte p53-Gen auf dem kurzen Arm von 
Chromosom 17. Das p53-Protein (auch als TP53 


bekannt) ist ein DNA-bindendes Protein und fun- 
giert zusammen mit den Proteinen pl6 und p21 als 
Notbremse für den Zellzyklus. Das p53-Gen ist an 
zahlreichen verschiedenen Formen von Krebs betei- 
ligt, denn es unterscheidet sich in seinem Verhalten 
von dem eines Standard-Antionkogens. Mutierte Al- 
lele eines typischen Antionkogens sind rezessiv, eine 
einzelne Mutation ermöglicht also keine Zellteilung. 
Im Gegensatz dazu zeigt ein einzelnes defektes p53- 
Allel eine solche Wirkung, selbst in Anwesenheit 
einer zweiten normalen Kopie des Gens. Damit sind 
die p53-Mutationen dominant-negativ. Weit über die 
Hälfte aller menschlichen Krebsformen gehen mit 
einem Defekt von p53 einher. 

Ausschlaggebend für dieses aberrante Verhalten 
ist die Bildung von gemischten Tetrameren. Das vom 
p53-Gen codierte Protein aggregiert zu Vierergrup- 
pen (Abb. 18.18). Enthält eine Zelle eine normale 
und eine defekte Kopie des p53-Gens, so produziert 
sie eine Mischung aus funktionsfahigen und defek- 
ten p53-Proteinuntereinheiten. Diese aggregieren zu 
gemischten Tetrameren. Selbst wenn ein Tetramer 
normale Untereinheiten enthalt: Eine defekte Un- 
tereinheit reicht aus, um die gesamte Gruppierung 
zu verkrüppeln. Die Wahrscheinlichkeit, dass aus 
einem Gemisch von 50 % funktionsfähigen und 50 % 
defekten Untereinheiten ein Tetramer ausschließlich 
aus normalen Untereinheiten zusammengesetzt wird, 
beträgt % x % x % x % = Yeo. Nur ein Sechzehntel 
der p53-Proteintetramere wird also korrekt funktio- 
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18.18 Gemischte Tetramere des p53-Proteins 
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Mutationen im p53-Gen wirken sich nachteilig aus, egal ob nur eine oder beide Kopien mutiert sind. Das p53-Protein ent- 
faltet seine Wirkung als Tetramer. Selbst wenn nur ein Allel die Mutation trägt, sind die meisten entstehenden Tetramere 
defekt. Nur wenn alle vier Untereinheiten von p53 normal sind, funktioniert p53 korrekt. 
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18.19 p53 und p21 blockieren den Zellzyklus 

Wenn eine Zelle einen Schaden an der DNA feststellt, bil- 
det das p53-Protein aktive Tetramere, die an die Kontroll- 
region des p21-Gens binden. p53 stimuliert die Transkrip- 
tion und Translation des p21-Proteins. Das p21-Protein 
bindet anschlieBend an die Cycline, inaktiviert diese und 
verhindert so, dass der Zellzyklus weiter voranschreitet. 


nieren, obwohl die Hälfte der einzelnen Proteinun- 
tereinheiten normal ist. 

Wenn die DNA einer Zelle auf irgendeine Weise 
geschädigt ist, aktiviert das normale p53-Protein das 
Gen für p21. Das p21-Protein blockiert dann die 
Wirkung aller Cycline und führt zum Stillstand des 
Zellzyklus an der Stelle, an der sich die Zelle ge- 
rade befindet, bis der Schaden repariert werden kann 
(Abb. 18.19). Ähnlich funktioniert das p16-Protein, 
nur dass es lediglich Cyclin E blockiert. Es stoppt 
damit den Zellzyklus an dem entscheidenden Punkt 
kurz vor dem Eintritt in die S-Phase, in der die DNA 
repliziert wird. 

Für die normale Zellteilung ist das p53-Protein 
nicht erforderlich. Mäuse, bei denen beide Kopien 
des p53-Gens ausgeschaltet wurden, zeigen zunächst 
ein normales Wachstum. Nach drei bis vier Mona- 
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18.20 Die zentrale Rolle von p53 

Eine Aktivierung des p53-Proteins ist durch drei Sig- 

nale möglich: durch einen Mangel an Sauerstoff, durch 
Schädigung der DNA oder durch eine geringe Zahl von 
Nucleotiden. Aktiviertes p53 wirkt sich auf viele verschie- 
dene Ziele aus. Bei starken Schäden aktiviert p53 das 
Bax-Protein und löst den programmierten Zelltod aus. An- 
sonsten aktiviert p53 das Stoppen des Zellzyklus, indem 
es das Gen für p21 anschaltet; p21 blockiert wiederum die 
Cycline. Aktives p53 kann über die Wirkung von GADD45 
auch die Synthese durch DNA-Polymerase inhibieren. 
Zudem bindet aktives p53 an Wachstumsfaktorrezeptoren 
und blockiert so jegliche weiteren Wachstumssignale. 


ten sterben sie jedoch alle an Krebs. p53 kommt die 
Funktion zu, die Zellteilung in DNA-Notfällen, etwa 
bei Schädigung durch UV-Strahlung, abzuschalten. 
Der p53-Weg reagiert auch auf einen Mangel an 
Nucleotiden oder Sauerstoffknappheit. In schlimmen 
Fällen kann p53 über das Bax-Protein (s. Kap. 20) 
den programmierten Zelltod auslösen, statt einfach 
nur den Zellzyklus zu stoppen (Abb. 18.20). Nach 
seiner Synthese ist das p53-Protein zunächst inaktiv 
und kann nicht an seine Erkennungssequenz strom- 
aufwärts von jenen Genen binden, die es kontrolliert. 
Durch Bindung an eine einzelsträngige DNA oder 
Phosphorylierung kann es zur Bildung des Tetramers 
aktiviert werden. 
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Beide Allele des p53-Gens werden zu Protein expri- 
miert; wenn eines der Allele eine Mutation trägt, ist 
das p53-Tetramer nicht aktiv. Das ist ein Beispiel 
dafür, dass eine einzelne Mutation in einem Tumor- 
suppressorgen Krebs auslösen kann. 

Das p53-Protein verhindert, dass defekte Zellen 
weiter den Zellzyklus durchlaufen, und bewirkt bei 
extremer Schädigung sogar den Selbstmord der 
Zelle durch Apoptose. 


Bildung eines Tumors 


Die Entstehung eines echten Tumors erfolgt in meh- 
reren Schritten. Bei den meisten Formen von Krebs 
sind dazu mehrere somatische Mutationen erforder- 
lich (Abb. 18.21). Bei Darmkrebs sind beispielsweise 
häufig die folgenden Defekte vorhanden: 

1. Inaktivierung (beider Kopien) des APC-Anti- 

onkogens; 
2. Aktivierung des ras-Onkogens; 
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3. Inaktivierung (beider Kopien) des DCC-Anti- 
onkogens; 
4. Mutation einer einzelnen Kopie des p53-Gens. 


Vor der Entstehung eines voll ausgebildeten Krebs- 
tumors sind also ein halbes Dutzend Schritte nötig. 
Selbst dann bleiben die Krebszellen zunächst alle an 
derselben Stelle, sodass der Betroffene durch chirur- 
gische Entfernung des Tumors mitunter geheilt wer- 
den kann. Auf Dauer bleibt der Krebs aber nicht auf 
eine Stelle beschränkt. Es knospen Krebszellen ab, die 
im Körper umherwandern, in andere Gewebe gelan- 
gen und dort Sekundärtumoren bilden. Diese nennt 
man Metastasen. Ist dieses Stadium erreicht, ist es 
praktisch unmöglich, alle Krebszellen aufzuspüren 
und zu entfernen. Damit sich Krebszellen ausbreiten, 
sind weitere Mutationen erforderlich, über die man 
noch nicht genügend weiß. Zu den Folgen dieser 
Mutationen gehören unter anderem: 
1. Verlust der Adhäsion an benachbarte Zellen im 
Primärtumor. 
2. Die Fähigkeit, die Membranen der umgebenden 
anderen Gewebe zu durchdringen. 


Mutation/Verlust 
von p53 (17) 


spätes 


amg 
= i i Metastase 
Adencm. Wi Karzinom =< 


veränderte DNA- 
Methylierung WE 


veränderte 
Wachstums- 
faktorrezeptoren 


Mutation/Verlust von Fehl- 


paarungsreparaturgenen 


18.21 


andere genetische 
Veränderungen 


Mutation/Verlust von 


Mitosekontrollgenen 


Schritte bei der Entwicklung eines Tumors und von Metastasen 


Wie komplex Krebs ist, zeigt sich daran, wie viele Muationen erforderlich sind, bevor ein metastasierender Darmkrebs 
entsteht. Der Prozess beginnt zunächst durch den Verlust des APC-Antionkogens auf Chromosom 5, gefolgt von Mutatio- 
nen des ras-Onkogens, einer Inaktivierung von DCC und schließlich einem Defekt von p53. Die Ziffern in Klammern geben 
an, auf welchen Chromosomen die Gene liegen. Durch jede Mutation entfernt sich die Zelle weiter vom Normalzustand 


und verliert nach und nach ihre Funktion. 
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3. Gefäßbildung im Tumor; dadurch wird dieser 
nicht nur mit Nährstoffen versorgt, dies verschafft 
auch den mobilen Krebszellen Zugang zum Blut- 
kreislauf. 


Damit sich ein Krebstumor bildet, sind mehrere 
genetische Mutationen nötig. Die Bildung von Me- 
tastasen erfordert noch weitere Mutationen. 


Ererbte Anfälligkeit für Krebs 


Vermutungen zufolge sind etwa 5-10 % aller Krebs- 
fälle größtenteils auf genetische Störungen zurück- 
zuführen. Über viele der daran beteiligten Gene ist 
noch zu wenig bekannt, man kann sie jedoch in drei 
Kategorien einteilen. 

Erstens kann es vorkommen, dass man - wie 
bereits erwähnt - eine defekte Kopie eines Antionko- 
gens erbt. In diesem Fall enthält jede somatische 
Zelle von Beginn an eine fehlerhafte Kopie, sodass 
nur noch eine einzige somatische Mutation nötig ist, 
um die beiden Antionkogene völlig zu inaktivieren. 
(Man beachte: Werden zwei defekte Kopien eines 
Antionkogens vererbt, ist dies normalerweise letal. 
Gentechnisch erzeugte Mausembryonen, die doppelt 
negativ für solche Gene sind, sterben im Allgemei- 
nen bereits vor der Geburt.) 


Exkurs 18.1 


Zweitens wirken sich Mutationen in ganz be- 
stimmten Genen auf die weitere Mutationsrate 
während der Zellteilung aus. Solche Gene bezeich- 
net man als Mutatorgene. Dazu gehören an der 
DNA-Synthese beteiligte Gene wie diejenigen, die 
für DNA-Polymerase codieren. Es gibt aber auch 
einige subtilere Mutatorgene, die beispielsweise an 
der DNA-Reparatur beteiligt sind. Diese hat man bei 
Bakterien im Detail erforscht, für den Menschen ist 
jedoch weniger bekannt. Wie es scheint, sind jedoch 
einige erbliche Formen von Darmkrebs auf Defekte 
in Genen zurückzuführen, die an der Fehlpaarungs- 
reparatur beteiligt sind. Dadurch erhöht sich wiede- 
rum die Mutationsrate in allen anderen Genen ein- 
schließlich der Tumorsuppressorgene. Defekte eines 
Mutatorgens sind in der Regel rezessiv wie auch die 
in anderen Tumorsuppressorgenen. 

Zu dieser Kategorie gehört der erbliche Brust- 
krebs. Erbt eine Frau eine einzelne defekte Kopie der 
Brustkrebsgene - des BRCAI- oder BRCA2-Gens -, 
so ergibt sich dadurch eine Prädisposition für Brust- 
krebs. Etwa 0,5 % der Frauen in den USA tragen Mu- 
tationen von BRCAI, das zudem eine Prädisposition 
für Eierstockkrebs bewirkt. Wie bei anderen Tumor- 
suppressorgenen muss auch hier die zweite Kopie 
während der Teilung somatischer Zellen mutieren, 
damit Krebs entsteht. Zwei defekte BRCA-Allele wir- 
ken sich schon bei Embryonen letal aus. Das BRCA1- 
und das BRCA2-Protein sind an der DNA-Reparatur 
beteiligt. Beide binden an RAD51, das bei der Repa- 
ratur von Doppelstrangbriichen der DNA eine Rolle 


Revision von Krebs: Fehler bei Studien zur 


Krebsfrüherkennung 


Seit Beginn des Kampfes gegen Krebs gelangen vor 
allem bei der Krebsdiagnose und dem Verstehen von 
Krebs große Fortschritte, jedoch weniger auf dem Ge- 
biet der Heilung. Aufgrund des massiven eigennützigen 
Interesses der Krebsforschungsindustrie werden Krebs- 
statistiken oft übertrieben optimistisch präsentiert. Zu 
den häufig verbreiteten Fehlinformationen gehört unter 
anderem ein Fehler bei Studien zur Krebsfrüherkennung, 
im Englischen als /ead time bias bezeichnet. 

Als Beispiel soll ein Patient dienen, der nach der Diag- 
nose einer schweren Krebserkrankung noch fünf Jahre 
lebt. Was wäre, wenn sich die Fähigkeiten zur Krebsdiag- 
nose verbesserten und dieser Krebs nun schon fünf Jahre 
früher erkannt werden könnte. Sofern sich die Behand- 


lungsmöglichkeiten nicht verbessern, wird der Patient 
zehn Jahre nach der Diagnose sterben. Im zweiten Fall 
überlebt der Patient nach der Krebsdiagnose noch zehn 
Jahre, im ersten hingegen nur fünf Jahre. Eigentlich hat 
sich die Überlebenszeit aber gar nicht verlängert. Der 
Patient lebt nicht länger, er erhält nur fünf Jahre früher 
die Diagnose und muss fünf Jahre länger mit der Last 
leben, Krebs zu haben. Durch diese falsche Messung der 
Überlebensdauer wird mitunter der Anschein erweckt, als 
hätte man bei der Heilung von Krebs enorme Fortschritte 
erzielt. In Wirklichkeit gelangen (Daten aus den Jahren 
1950 bis 1982 zufolge) deutliche Verbesserungen der Le- 
benserwartung nur bei einigen wenigen relativ seltenen 
Formen von Krebs. 
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spielt (Abb. 18.22). BRCA1 kommt zusätzlich noch 
eine weitere Funktion als Transkriptionsregulator 
anderer Komponenten zu, die zur DNA-Reparatur 
benötigt werden. 

Schließlich ergeben sich noch indirekte Auswir- 
kungen auf die Krebshäufigkeit aufgrund von geneti- 
schen Unterschieden zwischen Rassen oder innerhalb 
von Populationen. Beispielsweise resultieren einige 
Formen von Hautkrebs aus Mutationen, die durch 
die ultraviolette Strahlung der Sonne hervorgerufen 
werden. Hellhäutige Menschen, vor allem solche, die 
in den Tropen oder in Australien einer höheren Son- 
neneinstrahlung ausgesetzt sind, entwickeln häufiger 
Hautkrebs als Menschen dunklerer Hautfarbe. Der 
Grund dafür liegt auf der Hand: Je mehr Pigment 
vorhanden ist, desto weniger UV-Strahlung kann bis 
zur DNA vordringen. 


DNA-Doppelstrangbruch 


DNA 


Aktivierung der 
Phosphorylierung 
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RAD51 


DNA-Reparatur 


"BRCAI 


Genetische Störungen in Antionkogenen, Kompo- 
nenten der DNA-Replikation und von DNA-Repara- 
tursystemen können ebenfalls eine Prädisposition 
für Krebs bewirken. Aufgrund einiger genetischer 
Unterschiede sind manche Menschen anfälliger für 
bestimmte Formen von Krebs. 


Krebserregende Viren 


Bei der Entdeckung von Onkogenen spielten Retro- 
viren, die bei Hühnern und Mäusen Krebs auslösen, 
eine wesentliche Rolle; beim Menschen sind jedoch 
nur wenige Formen von Krebs auf Retroviren zu- 


18.22 BRCA1 und BRCA2 
binden an RAD51 

Das Vorhandensein eines Doppel- 
strangbruchs in der DNA löst die 
Phosphorylierung von BRCA1 über 
das ATM-Protein aus. BRCA2 und 
RAD51 binden dann an das Phos- 
pho-BRCA1 und sind an dem Pro- 
zess der DNA-Reparatur beteiligt. 
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rückzuführen. Das bekannteste menschliche Retrovi- 
rus ist HIV (humanes Immuninsuffizienz-Virus), das 
Aids verursacht (s. Kap. 22). Zwar sterben manche 
Aidspatienten an Krebs, das Aidsvirus ist aber nicht 
die direkte Ursache von Krebs. Es schädigt lediglich 
das Immunsystem, das ansonsten die meisten Krebs- 
zellen abtöten würde, bevor diese zu sehr außer Kon- 
trolle geraten. Das bei Aidspatienten häufig vorkom- 
mende Kaposi-Sarkom wird durch eine Sekundär- 
infektion mit einem weiteren Virus, dem humanen 
Herpesvirus 8 (HHV-8), hervorgerufen. 

Als erstes echtes krebserregendes Virus wurde 
das Rous-Sarkom-Virus (RSV) entdeckt. Vor langer 
Zeit nahm ein Vorläufer dieses Virus eine Kopie des 
src-Onkogens des Huhns in sein Genom auf. Das 
Genom eines Retroviruspartikels besteht aus RNA. 
Wenn das RSV Hühner infiziert, wird die RNA durch 
Reverse Transkriptase in eine DNA-Kopie umge- 
schrieben (s. Kap. 22). Anschließend wird die virale 
DNA zusammen mit dem src-Onkogen, das sie trägt, 
in die Wirtszell-DNA eingebaut. Durch Expression 
dieser Kopie des src-Onkogens entwickeln sich dann 
Muskeltumoren, die man als Sarkome bezeichnet. 

Nur ungefähr 15 % der Krebsarten des Menschen 
werden von Viren verursacht, die meisten davon 
von DNA-Viren (Papillomviren und Herpesviren). 
Die wichtigsten krebserregenden Viren sind in Ta- 
belle 18.1 zusammengefasst. Am besten untersucht 
ist das simiane Virus 40 (SV40), das bei Affen Krebs 
auslöst. Solche DNA-Tumorviren entfalten ihre Wir- 
kung, indem sie die Tumorsuppressorgene der Zelle 
blockieren. Zunächst baut das DNA-Tumorvirus 
seine DNA in das Chromosom der Zelle ein. Danach 
synthetisiert es ein Virusprotein, das an die Proteine 
pRB und p53 der Zelle bindet (Abb. 18.23). Dies 


Tabelle 18.1 Onkogene Viren des Menschen 


DNA-Viren 


humanes Papillomvirus Gebärmutterhalskrebs, 


Hautkrebs 


Epstein-Barr-Virus Burkitt-Lymphom, 


Hodgkin-Lymphom 
humanes Herpesvirus 8 Kaposi-Sarkom 


RNA-Viren 


HTLV-1 


Hepatitis-B-Virus 


adulte T-Zell-Leukämie 


Leberkrebs 


aktiviert die Zellteilung und kann zur Bildung eines 
Tumors führen. 

Auf ähnliche Weise wirken humane Papillomvi- 
ren, sie produzieren gewöhnlich aber nur gutartige 
Gewächse, genauer Warzen. Die meisten Papillom- 
viren rufen nur selten gefährliche Tumoren hervor. 
Es gibt jedoch eine Untergruppe humaner Papil- 
lomviren, die durch Geschlechtsverkehr übertragen 
wird. Diese sind für praktisch alle Formen von Ge- 
bärmutterhalskrebs beim Menschen verantwortlich, 
gelegentlich auch für Krebs anderer Organe. 
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18.23 DNA-Tumorvirus inaktiviert pRB und p53 
Normalerweise bewirken p53 und pRB gemeinsam ein 
Stoppen des Zellzyklus. Ist die Zelle jedoch mit SV40 infi- 
ziert, so produziert dieses Virus ein als T-Antigen bezeich- 
netes Protein. Dieses bindet an pRB und p53 und setzt 
dabei E2F zur Aktivierung der Zellteilung frei. 
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Nur 15 % der Krebsformen des Menschen werden 
durch Viren verursacht, zum größten Teil durch 
DNA-Viren. 


Gentechnische Erzeugung 
krebsabtötender Viren 


Lytische Viren infizieren und töten ihre Zielzellen 
(bauen sich also nicht ein oder bleiben latent). Wenn 
lytische Viren zufällig Krebszellen infizieren, töten 
sie auch diese ab. Sofern es gelänge, solche Viren spe- 
zifisch für Krebszellen zu machen, könnten sie eine 
wirkungsvolle Therapie gegen Krebs liefern. 

Als Grundlage für die Herstellung onkolytischer 
Viren kommen mehrere Viren in Betracht. Zum 
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jetzigen Zeitpunkt scheinen Masernviren in vieler 
Hinsicht geeignet. Die meisten Menschen in den 
industrialisierten Ländern sind gegen Masern bereits 
immunisiert, was einen gewissen Schutz gegen un- 
spezifische Gewebeinfektion und andere Probleme 
bietet. 

Bestimmte Linien von Masernviren haben von 
Natur aus eine starke Antitumoraktivität. Sie wirken 
jedoch nicht krebszellspezifisch und infizieren auch 
andere Zelltypen. Um sie für Krebszellen spezifisch 
zu machen, muss man ihre Rezeptorspezifität än- 
dern. Die natürlichen Rezeptoren von Masernviren 
sind die menschlichen Zelloberflächenproteine CD46 
und SLAM (für engl. signaling lymphocyte activation 
molecule; CD150); sie werden vom H-Protein des 
Masernvirus erkannt (Abb. 18.24). 

Im Gegensatz zu vielen anderen Virusfamilien 
nutzen die Paramyxoviren, zu denen das Masernvirus 
gehört, zwei separate Virusproteine zum Erkennen 
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18.24 Natürliche Rezeptoren 
des Masernvirus 

Die beiden Zelloberflächenprote- 
ine CD46 und SLAM dienen dem 
Masernvirus als Rezeptoren. a Das 
Masernvirus besitzt eine Virushülle; 
sein DNA-Genom befindet sich in 
einem Nucleocapsid. Die Glykopro- 
teine H und F an der Oberfläche 
des Virus werden für das Eindrin- 
gen in die Wirtszelle benötigt. Die 
internen L- und P-Proteine sind an 
der Replikation des Virus beteiligt, 
bei M handelt es sich dagegen um 
ein Strukturprotein. b Domänen- 
strukturen von CD46 und SLAM 
(engl. signaling lymphocyte activa- 
tion molecule; CD 150). 


SLAM (CD150) 


496 Molekularbiologie von Krebs 


der Wirtszelle (Protein H) und zum Eindringen in die 
Wirtszelle (Protein F). Folglich kann man das Erken- 
nungsprotein H radikal modifizieren, ohne dadurch 
das Eindringen und die Infektion durch den Virus zu 
beeinträchtigen. Kürzlich hat man Masernviren mit 
einer Reihe modifizierter H-Proteine hergestellt. Die 
Mutationen der modifizierten H-Proteine verhindern 
eine Bindung an CD46 oder SLAM; zudem weisen 
diese Proteine eine zusätzliche C-terminale Domäne 
auf, die andere Zelloberflächenproteine der Wirts- 
zelle erkennt. Die neue Erkennungsdomäne wurde 


als Einzelketten-Fv-Fragment oder scFv (für engl. 
single-chain) erzeugt (zur Struktur und Erzeugung 
von scFv-Ketten s. Kap. 6). 

Man hat auch Masernviren hergestellt, die als 
neue Ziele an CD38 oder den epidermalen Wachs- 
tumsfaktorrezeptor EGFR (für engl. epidermal growth 
factor receptor) binden - Proteine, die von Krebszel- 
len häufig in großen Mengen exprimiert werden 
(Abb. 18.25). Die neuen Viren waren spezifisch für 
kultivierte Krebszellen mit CD38 oder EGFR an ihrer 
Zelloberfläche. Es kam aber noch besser: Als man 
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18.25 Auf Krebszellen um- 
orientiertes Masernvirus 

Das externe Glykoprotein H kann so 
modifiziert werden, dass es ein an- 
deres Wirtszellprotein erkennt. Statt 
an CD46 oder SLAM bindet es nun 
an krebszellenspezifische Oberflä- 
chenproteine wie CD38 oder EGFR. 


Modifikation des 
H-Proteins des Masernvirus 


k krebszellenspezifisches 
Oberflächenprotein 


<— modifiziertes H-Protein 
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in Mäuse menschliche Tumoren implantierte, die 
an der Oberfläche die Proteine CD38 oder EGFR 
präsentierten, und diesen Mäusen anschließend die 
umorientierten Viren injizierte, wurden die Tumoren 
dadurch recht effizient zerstört. Man hofft, diese Me- 
thode irgendwann auch erfolgreich bei menschlichen 
Krebspatienten einsetzen zu können. 


Durch eine Modifikation des viralen Proteins, das 
an die menschliche Wirtszelle bindet, in eine Form, 
die nur noch Krebszellen erkennt, kann man aus 
einem normalen ein onkolytisches Virus machen 

- d.h. dieses Virus infiziert und tötet nur noch 
Krebszellen. 
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Viele der komplexeren Krankheiten höherer Orga- 
nismen sind auf Anomalien bei der Signalübertra- 
gung und Regulation zurückzuführen. Zu diesen An- 
omalien kann es aufgrund von erblichen Defekten 
kommen oder auch aufgrund von Verletzungen und 
Durchblutungsstörungen im Laufe des Wachstums 
und der Entwicklung. Komplexe Angelegenheiten 
wie Übergewicht, Diabetes und Verhaltensstörun- 
gen resultieren häufig aus einem Zusammenspiel von 
genetischer Prädisposition und Umwelteinflüssen. 
Zunächst sollen hier die Grundlagen der Kommu- 
nikation zwischen den Zellen höherer vielzelliger 
Organismen betrachtet werden. 


Zellkommunikation 


Bei vielzelligen Organismen müssen die Aktivitäten 
der vielen verschiedenen Zellen koordiniert werden. 
Das ist nur durch ständige Kommunikation möglich. 
Bisweilen erfolgt die Signalübertragung über direkte 
Zell-Zell-Kontakte. Häufiger werden die Signale je- 
doch auf chemischem Wege versandt, ob zwischen 
benachbarten Zellen oder über relativ große Ent- 
fernungen hinweg. Moleküle, die Signale zwischen 
benachbarten Zellen übertragen, bezeichnet man als 
lokale Mediatoren; Hormone hingegen übertragen 
Signale an weiter entfernte Gewebe oder Organe 
(Abb. 19.1). Zusätzlich zu diesen internen Signalen 
zwischen Zellen können Organismen auch Signale 
an andere Individuen aussenden. Solche von Orga- 
nismus zu Organismus ausgesandten Signalmoleküle 
nennt man Pheromone. Selbst einzellige Mikroor- 
ganismen wie Hefen und Bakterien kommunizieren 
untereinander über Pheromone. Hefen signalisieren 
über sezernierte Pheromone ihre Bereitschaft zur 
Paarung. Man beachte den Unterschied: Pheromone 
dienen der Signalübertragung zwischen Organismen, 
Hormone zirkulieren innerhalb von vielzelligen Or- 
ganismen. 

Hormone und Pheromone übertragen Botschaf- 
ten von Tieren, Pflanzen und Pilzen über weite 
Entfernungen. Anders als Pflanzen und Pilze be- 
sitzen vielzellige Tiere zudem Nervensysteme, die 
Botschaften aussenden können. In diesem Fall wird 
das Signal über elektrische Impulse entlang extrem 
langgestreckter Zellen, den Nervenzellen oder Neu- 
ronen, übertragen und gelangt zu Kontaktstellen, 
den Synapsen (Abb. 19.2). Hier muss das Signal auf 
chemische Weise die Lücke (den synaptischen Spalt) 
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19.1 Lokale Mediatoren, Pheromone und Hormone 
Zur Stimulation von Zellen dienen drei verschiedene For- 
men chemischer Signale. Benachbarte Zellen können über 
lokale Mediatoren miteinander kommunizieren. Endokrine 
Zellen schütten Hormone aus. Diese übertragen über den 
Blutstrom Signale zu anderen Zellen, die sich weit entfernt 
von der Ausgangszelle befinden können. Schließlich kön- 
nen ein- und vielzellige Organismen noch Pheromone frei- 
setzen, die über die Umgebung zu anderen Organismen 
gelangen. 
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zwischen zwei Zellen überwinden. Jeder ankom- 
mende elektrische Impuls stimuliert die Freisetzung 
von Neurotransmittern aus den Nervenzellen. Diese 
chemischen Signalmoleküle diffundieren durch den 
schmalen Spalt zur nächsten Zelle. Nervenimpulse 
breiten sich sehr viel schneller aus als Hormone. 
Zudem überträgt jede Nervenzelle ihr Signal nur 
an eine einzige Zielzelle. Hormone wirken dagegen 
auf zahlreiche Rezipientenzellen ein und breiten sich 
relativ langsam aus. 


Die Kommunikation zwischen Zellen spielt bei 
vielzelligen Organismen eine wichtige Rolle. Lokale 
Mediatoren übertragen Signale zwischen benach- 
barten Zellen. Hormone werden über den Blutstrom 
übertragen und aktivieren andere, weit entfernt 
gelegene Zellen. Pheromone übertragen Signale 
über die Luft, das Wasser oder den Boden zu an- 
deren Organismen. Wirbeltiere besitzen Neuronen, 
die über Neurotransmitter eine Kommunikation 
zwischen Zellen ermöglichen. 
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19.2 Neuronen und Neurotransmitter 

Neuronen sind auf die Signalübertragung spezialisierte 
Zellen vielzelliger Tiere. Die Neuronen produzieren einen 
Neurotransmitter, der den synaptischen Spalt überwindet 
und eine Zielzelle aktiviert. 


Rezeptoren und 
Signalübertragung 


Zur Übertragung von Signalen dienen viele verschie- 
dene Moleküle, in allen Fällen benötigen die Rezipi- 
entenzellen jedoch einen Rezeptor. Dabei handelt es 
sich im Allgemeinen um ein Protein in der Cytoplas- 
mamembran, dessen Bindungsstelle für das Boten- 
molekül nach außen weist. Ein ankommendes Sig- 
nalmolekül bindet an den Rezeptor und bewirkt eine 

Konformationsänderung. Der Rezeptor überträgt das 

Signal dann auf andere Proteine, die man als Sig- 

nalübertragungsproteine bezeichnet. Während der 

Signalübertragung dimerisieren oder dissoziieren die 

Rezeptoren und Signalproteine häufig. Man unter- 

scheidet drei Haupttypen der Signalübertragung. 

1. Phosphotransferasesysteme. Die Aktivierung 
des Rezeptors bewirkt eine Phosphorylierung 
der Signalproteine (Abb. 19.3). Proteinkinasen 
übertragen Phosphatgruppen von ATP auf ande- 
re Proteine. Der aktivierte Rezeptor kann selbst 


ADP 


19.3 Phosphotransferasesystem 

Ein Signalmolekül induziert eine Konformationsänderung 
des Rezeptors, die dessen Autophosphorylierung bewirkt. 
Daraufhin überträgt der Rezeptor Phosphatgruppen an 
weitere Proteine der Kaskade. 
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19.4 Sekundäre Boten 

Als Reaktion auf die Aktivierung des Rezeptors werden 
kleine intrazelluläre Signalmoleküle produziert, die man 
als sekundäre Boten (second messenger) bezeichnet. Der 
aktive Rezeptor aktiviert zunächst ein G-Protein. Dieses 
aktiviert daraufhin wiederum ein membrangebundenes En- 
zym, welches dann den sekundären Boten synthetisiert. 


als Proteinkinase fungieren oder an eine andere 
Proteinkinase binden und diese aktivieren. An 
einer Phosphatübertragungskaskade sind häufig 
mehrere Proteine beteiligt. Über eine solche Kas- 
kade kann das Signal auf verschiedenste Weise 
verstärkt oder moduliert werden. 


2. Sekundäre Boten (engl. second messenger). Die 


Aktivierung des Rezeptors führt zur Synthese ei- 
nes kleinen intrazellulären Signalmoleküls, das als 
sekundärer Bote oder Botenstoff bezeichnet wird 
(Abb. 19.4). Dieser kann direkt verschiedene En- 
zyme aktivieren oder inhibieren und auch in den 
Zellkern gelangen und sich dort auf die Genexpres- 
sion auswirken. Häufig ist der Rezeptor über ein 
GTP-bindendes G-Protein mit dem Enzym ver- 
bunden, das den sekundären Boten synthetisiert. 


3. Ionenkanalaktivierung. In diesem Fall fungiert 


der Rezeptor selbst als Ionenkanal (Abb. 19.5). Als 
Reaktion auf ein ankommendes externes Signal 
öffnet oder schließt sich dieser. Durch den verän- 
derten Eintritt von Ionen durch den Kanal wird 
dann die weitere Signalübertragung vermittelt. 


Bei der Signalübertragung gelangt das externe Signal 
in die Zelle und die Information in den Zellkern. Die 
Signalübertragung kann über Phosphotransferasesys- 
teme, sekundäre Boten und lonenkanäle erfolgen. 
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19.5 lonenkanalaktivierung 

Die Bindung eines Signalmoleküls an einen lonenkanal 
induziert eine Konformationsänderung, durch die sich der 
Kanal öffnet. Durch den offenen Kanal können nun unge- 
hindert lonen in die Zelle eintreten. 


Steroide und andere 
lipophile Hormone 


Die meisten Hormone und Pheromone sind auf eine 
Bindung an Zelloberflächenrezeptoren angewiesen; 
es gibt jedoch auch Ausnahmen. Bestimmte lipophile 
Hormone können durch die Zellmembran hindurch- 
diffundieren. Dazu zählen Thyroxin (Schilddrü- 
senhormon), Retinsäure und die Steroidhormone 
(Abb. 19.6). Nachdem sie in die Zelle gelangt sind, 
binden diese an interne Rezeptoren, bei denen es 
sich um lösliche Proteine handelt. Diese Rezeptoren 
erfüllen eine Doppelfunktion als Transkriptionsfak- 
toren und binden direkt an die DNA. Weil lipophile 
Hormone jedoch schwer in Wasser löslich sind, sind 
sie für ihren Transport von Zelle zu Zelle über den 
Blutstrom auf Transportproteine angewiesen. Im Ge- 
gensatz dazu diffundieren wasserlösliche Hormone 
ungehindert durch das Blut, können aber nicht die 
Zellmembran überwinden und daher nicht in die 
Zellen eindringen. Sie binden vielmehr an Rezepto- 
ren an der Zelloberfläche und aktivieren diese. 

Die Rezeptoren für die lipophilen Hormone ge- 
hören zur Proteinüberfamilie der Kernrezeptoren 
(Abb. 19.7). Neben ihrer Rolle als Hormonrezeptoren 
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19.7 Hormonrezeptorenfamilie 
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19.6 Struktur lipophiler Hormone 

Lipophile Hormone können aufgrund ihrer geringen Größe 
und ihrer hydrophoben Eigenschaften durch Zellmembra- 
nen hindurchdiffundieren. 


Consensussequenz 


allgemeine Primärstruktur 


— 
5’ AGGTCA(N), TGACCT 3’ 


Rstredentezepton 3’ TCCAGT(N), ACTGGA 5’ 
FECAS 


— 
Progesteronrezeptor 5’ AGAACA(N), TGTTCT 3° 


3’ TCTTGT(N), ACAAGA 5’ 


Glucocorticoidrezeptor <——_ 


5’ AGGTCA(N), AGGTCA 3’ 


Thyroidhormonrezeptor 3’ TCCAGT(N), TCCAGT 5! 


—— — 
5% AGGTCA(N), AGGTCA 3’ 


Retinsäurer: tor 
B 3’ TCCAGT(N), TCCAGT 5' 


Hormonrezeptoren besitzen eine variable Region, eine DNA-bindende Domäne und eine Hormon-bindende Domäne. Die 
verschiedenen Rezeptoren erkennen unterschiedliche, sechs Basenpaare lange Sequenzwiederholungen der DNA und 
aktivieren so die Transkription hormonsensitiver Gene. (AS = Aminosäuren) 
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fungieren diese alle als Transkriptionsfaktoren und 

binden an Erkennungssequenzen in der strangauf- 

wärts gelegenen DNA-Region ihrer Zielgene. Man 
kann sie in zwei Klassen unterteilen: 

1. Die meisten Steroidrezeptoren wie der Östro- 
genrezeptor oder der Glucocorticoidrezeptor 
finden sich im Cytoplasma. Nach Bindung des 
Steroidhormons gelangen sie in den Zellkern 
(Abb. 19.8). Diese Rezeptoren bilden Dimere, 
die invertierte Sequenzwiederholungen (inverted 
repeats) aus 6 bp in der DNA erkennen. 

2. Die Rezeptoren für Androgene, Vitamin D (ein 
Steroidhormon), Thyroxin und Retinsäure sind 
permanent im Zellkern lokalisiert. Offenbar 
gelangen die Hormone über das intrazelluläre 
Membransystem zur Kernmembran und binden 
an ihre Rezeptoren im Innern des Zellkerns. Diese 
Rezeptoren binden an das verwandte RXR-Pro- 
tein (Retinoid-X-Rezeptor, Retinolsäurerezeptor) 
und bilden gemischte Dimere (s. Abb. 19.7). Die- 
se erkennen direkte Sequenzwiederholungen aus 
sechs Basenpaaren in der DNA. Dieselbe 6 bp lan- 
ge Sequenz kann von verschiedenen Rezeptoren 
erkannt werden; in diesem Fall weichen jedoch 
die Abstände dieser repeats voneinander ab. 


Durch Schadstoffe aus der Industrie wurde die Um- 
welt mit verschiedenen polyzyklischen Molekülen 
kontaminiert, die mehr oder weniger stark Steroid- 
hormonen ähneln. Diese können (durch Aufnahme 
mit der Nahrung oder über die Haut) in den Körper 
gelangen und aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaf- 
ten durch Zellmembranen diffundieren. Einige die- 
ser sogenannten Xenöstrogene binden an Steroid- 
rezeptoren und ahmen die Wirkung von Östrogenen 
nach. Das kann Fortpflanzungsstörungen zur Folge 
haben oder Gebärmutterkrebs auslösen. Es wurde 
die Vermutung geäußert, dass der starke Rückgang 
der Spermienzahl bei Männern in den Industriena- 
tionen, vor allem in den USA, im Laufe der letzten 
fünf Jahrzehnte auf solche Östrogen-nachahmende 
Substanzen zurückzuführen sein könnte; beweisen 
konnte man dies allerdings noch nicht. 


Lipophile Hormone gelangen durch Diffusion von 
außerhalb der Zelle durch die Zellmembran ins 
Cytoplasma. 

Dort binden die lipophilen Hormone an Rezepto- 
ren im Cytoplasma oder im Zellkern. Der aktivierte 
Hormon-Rezeptor-Komplex bindet direkt an die 
DNA und aktiviert die Transkription von Genen, die 
am Wachstum beteiligt sind. 
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19.8 Aktivierung von Steroidrezeptoren 
Steroidrezeptoren sind Dimere mit zwei Bindungsstellen 
für das Hormon. Im inaktiven Zustand blockieren inhibi- 
torische Proteine die Bindungsstellen. Durch Aktivierung 
werden die inhibitorischen Proteine freigesetzt und er- 
möglichen eine Bindung des Hormons. Die aktiven Rezep- 
toren können an ihre Erkennungssequenzen auf der DNA 
binden und so die entsprechenden Gene aktivieren. 


Zyklisches AMP als 
sekundärer Bote 


Vielzellige Tiere verwenden häufig das regulatorische 
Nucleotid zyklisches AMP (zyklisches Adenosin- 
monophosphat; cAMP) als sekundären Botenstoff. 
Vergleicht man, wie zyklisches AMP von Bakterien, 
einzelligen Eukaryoten und höheren Organismen 
verwendet wird, so wird deutlich, wie das Zusam- 
menspiel von Signalübertragung, Vielzelligkeit und 
Fortpflanzung sich auf der Leiter der Evolution wei- 
terentwickelt hat. 

Synthetisiert wird zyklisches AMP aus ATP durch 
das Enzym Adenylat-Cyclase, das bei Bakterien und 
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Eukaryoten in der Cytoplasmamembran lokalisiert 
ist. Zyklisches AMP ist in der Natur weit verbreitet, 
erfüllt jedoch sehr unterschiedliche regulatorische 
Funktionen. Bei Bakterien reguliert cAMP häufig 
die Genexpression als Reaktion auf die Verfügbarkeit 
von Nährstoffen; die Art des Nährstoffs kann je- 
doch je nach Bakterientyp variieren. Bei Tieren dient 
cAMP oft als sekundärer Bote und überträgt Signale 
von einem Rezeptor zum Zellkern. 

Trotz dieser offensichtlichen Unterschiede beste- 
hen auch grundlegende Ähnlichkeiten zwischen den 
Signalsystemen von Prokaryoten und Eukaryoten. 
Wie viel cAMP produziert wird, hängt von der Ak- 
tivität der Adenylat-Cyclase ab; diese ist wiederum 
von Signalen abhängig, die von anderen Proteinen 
stammen. Sowohl bei Bakterien als auch bei Tieren 
kommt das ursprüngliche Signal von außerhalb der 
Zelle über ein Membranprotein. 

Bei Escherichia coli reagiert Adenylat-Cyclase auf 
das Vorhandensein von Glucose (oder andere bevor- 
zugte Zucker) in der Umgebung. Die Proteine des 
Phosphotransferasesystems (PTS), das Glucose und 
andere Zucker transportiert, überträgt das Signal auf 
Adenylat-Cyclase. Beim Eintritt der Glucose in die 
Bakterienzelle wird auf diese von einem Glucose- 
transporter eine Phosphatgruppe übertragen, wo- 
durch Glucose-6-phosphat entsteht. Bei reichlich vor- 
handener Glucose werden so viele Phosphatgruppen 
verbraucht, dass die Proteine des PTS größtenteils im 
nichtphosphorylierten Zustand vorliegen (Abb. 19.9). 
Ist Glucose knapp, reichern sich die phosphorylier- 
ten Formen an. An der Signalübertragung ist insbe- 
sondere das phosphorylierte Enzym IIA" beteiligt. 
Dieses bindet an die Adenylat-Cyclase und aktiviert 
diese, zyklisches AMP herzustellen. 

Bei Tieren reagiert Adenylat-Cyclase häufig auf 
hormonelle Botschaften, die Aufschluss über den 
Ernährungszustand des gesamten Tieres geben. Ver- 
mittelt wird dies zumeist über die Kopplung eines 
Hormonrezeptors an ein G-Protein in der Zellmem- 
bran. G-Proteine erhielten ihren Namen, weil ihr 
Aktivierungsmechanismus auf der Bindung von GTP 
beruht. Sie durchlaufen einen Zyklus, bei dem das 
gebundene GTP in GDP und Phosphat gespalten 
wird (Abb. 19.10). Auf diese Weise wirkt zyklisches 
AMP infolge von Signalen, die über Hormone die 
Zelle erreichen, als sekundärer Bote. 

Zyklisches AMP erhöht sowohl bei Tieren als 
auch bei Bakterien die Transkription bestimmter 
Gene. Bei Bakterien bindet cAMP an das CRP-Pro- 
tein (CAMP-Rezeptorprotein). Dabei handelt es sich 
um ein DNA-bindendes Protein, das als globaler 
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19.9 Kontrolle der Adenylat-Cyclase durch Glucose- 
transport 

E. coli bevorzugt Glucose als Energiequelle. Der Gluco- 
setransporter startet den Abbau von Glucose durch die 
Umwandlung in Glucose-6-phosphat. Durch das Enzym 
IIAS° wird der Glucosetransporter phosphoryliert; in An- 
wesenheit von Glucose liegt dieses Enzym größtenteils im 
nichtphosphorylierten Zustand vor. Nach Aufbrauchen des 
Glucosevorrats muss die Zelle signalisieren, dass andere 
Kohlenstoffquellen genutzt werden sollen. Weil das Enzym 
IIAS° seine Phosphatgruppe nun nirgendwohin übertragen 
kann, reichert sich die phosphorylierte Form an und akti- 
viert die Adenylat-Cyclase. Dieses Enzym wandelt ATP in 
zyklisches AMP um; dieses signalisiert der Zelle als zwei- 
ter Bote, eine andere Kohlenstoffquelle zu nutzen. 
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Genaktivator fungiert. In tierischen Zellen wirkt sich 
cAMP nicht nur auf die Genexpression aus, sondern 
auch direkt auf die Enzymaktivität (Abb. 19.11). So 
aktiviert die Anreicherung von cAMP bei Tieren die 
Proteinkinase A (PKA; cAMP-abhängige Proteinki- 
nase). In seiner inaktiven Form besteht dieses Enzym 
aus zwei regulatorischen (R) und zwei katalytischen 
(K) Untereinheiten. Nach Bindung von cAMP an 
die R-Untereinheiten werden die C-Untereinheiten 
freigesetzt und phosphorylieren nun je nach Zelltyp 
verschiedene Zielproteine. Einige davon sind En- 
zyme und finden sich im Cytoplasma. Die Phos- 
phorylierung kann je nach betroffenem Enzym zur 
Aktivierung oder Deaktivierung führen. Zusätzlich 
gelangen einige wenige aktive K-Untereinheiten in 
den Zellkern und phosphorylieren dort das CREB- 
Protein (für engl. cAMP response element binding 
protein). Die phosphorylierte Form von CREB bindet 
an eine spezifische DNA-Sequenz, die CRE-Sequenz 
(fiir engl. cAMP response element), die vor den durch 
zyklisches AMP aktivierten Genen liegt. 
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19.10 Kontrolle der Adenylat-Cyclase durch G- 
Proteine 

Bei Säugetieren aktiviert ein Hormonrezeptor das G- 
Protein, GTP zu binden. Die GTP-gebundene Form kann 
nun an Adenylat-Cyclase binden und diese aktivieren, ATP 
in zyklisches AMP umzuwandeln. Anschließend spaltet das 
G-Protein sein GTP und setzt Adenylat-Cyclase frei, sodass 
das Signal nun nicht mehr produziert wird. 


Adenylat-Cyclase synthetisiert als Reaktion auf 
externe Signale zyklisches AMP. Das cAMP über- 
trägt das externe Signal als sekundärer Bote in den 
Zellkern. 

Bakterien nutzen bevorzugt Glucose als Ener- 
giequelle, und zwar über das Phosphotransferase- 
system. Bei einem Mangel an Glucose aktiviert das 
phosphorylierte Enzym IIA°'* Adenylat-Cyclase zur 
Herstellung von cAMP. Dieses schaltet dann Gene 
an, die andere Zucker abbauen. 

In tierischen Zellen dient cAMP als sekundärer 
Bote zur Aktivierung von Genen im Zellkern. Dane- 
ben dient es auch zur Aktivierung von Proteinen im 
Cytoplasma durch Phosphorylierung. 
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19.11 Die cAMP-Kaskade in tierischen Zellen 

In tierischen Zellen reagiert PKA auf die Anwesenheit 
von zyklischem AMP. Ist kein cAMP vorhanden, liegt PKA 
als inaktives Tetramer mit zwei regulatorischen (R) und 
zwei katalytischen (K) Untereinheiten vor. Nach Bindung 
von cAMP an die beiden regulatorischen Untereinheiten 
dissoziiert das Tetramer; nun können die katalytischen 
Untereinheiten andere Proteine im Cytoplasma und im 
Zellkern phosphorylieren. Eines der von PKA aktivierten 
Proteine ist CREB, ein Transkriptionsfaktor, der Gene mit 
einer CRE-Bindungsstelle aktiviert. 
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Stickstoffmonoxid und 
zyklisches GMP 


Eukaryotische Zellen nutzen auch noch einige an- 
dere sekundäre Boten. Dazu gehören beispielsweise 
zyklisches GMP (zyklisches Guanosinmonophosphat; 
cGMP), Ca?*-Ionen, Inositoltriphosphat und andere 
Produkte, die sich von dem Membranlipid Phospha- 
tidylinositol herleiten. Zyklisches GMP entsteht durch 
das Enzym Guanylat-Cyclase aus GTP. Es gibt zwei 
verschiedene Formen von Guanylat-Cyclasen. Eine da- 
von ist membrangebunden und fungiert auch als Re- 
zeptor für Peptidhormone. Bei der anderen handelt es 
sich um ein lösliches Protein im Cytoplasma, das durch 
Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert wird (Abb. 19.12). 
Zyklisches GMP kontrolliert das Öffnen und Schließen 
von Ionenkanälen und aktiviert über Proteinkinasen 
die Genexpression. Die cGMP-abhängige Proteinki- 
nase kann in den Zellkern eindringen und reguliert 
dort die Gentranskription durch Phosphorylierung be- 
stimmter Transkriptionsfaktoren wie Oct-1. 

Das Ungewöhnliche an Stickstoffmonoxid ist, dass 
es sich dabei um ein gasförmiges Signalmolekül han- 
delt. Ob man es eher als Hormon oder als Neurotrans- 
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19.12 Zwei Formen von Guanylat-Cyclase 

Sowohl die Rezeptorform als auch die intrazellulare Form 
der Guanylat-Cyclase wandeln GTP in zyklisches GMP um. 
Die Rezeptorform wird durch Peptidhormone aktiviert, die 
intrazellulare Form durch Stickstoffmonoxid. 


mitter betrachten sollte, ist umstritten, denn es zeigt 
in seiner Wirkung Eigenschaften beider Signalformen. 
Stickstoffmonoxid wirkt über zyklisches GMP. NO 
ist sehr kurzlebig und an der Kontrolle verschiedener 
lokaler Zellaktivitaten beteiligt, beispielsweise an der 
Kontraktion der Wände von Blutgefäßen. Als Reaktion 
auf Signale von Nervenzellen wird NO aus Arginin 
und Sauerstoff durch NO-Synthetase in Endothelzel- 
len hergestellt. Es diffundiert von dort in die umlie- 
genden Muskelzellen. Hier bindet es an einen Hämco- 
faktor, der an Guanylat-Cyclase gekoppelt ist, und löst 
die Produktion von cGMP aus (Abb. 19.13). Dies führt 
zur Entspannung (Relaxation) des Muskels und zur 
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19.13 Kontrolle von Guanylat-Cyclase durch Stick- 
stoffmonoxid 

Endothelzellen produzieren als Reaktion auf Signale von 
benachbarten Nervenzellen NO. NO diffundiert durch die 
Membran der Endothelzellen in Muskelzellen der Umge- 
bung. Dort aktiviert NO Guanlyat-Cyclase zur Herstellung 
von zyklischem GMP, das wiederum eine Entspannung der 
Muskelzellen bewirkt. 
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Erweiterung der Blutgefäße. (In höherer Konzentra- 
tion ist NO toxisch und wird von aktivierten Immun- 
zellen als antibakterieller Wirkstoff produziert.) 


Ein weiterer sekundärer Bote, cGMP, wird durch 
Guanylat-Cyclase synthetisiert. Hormone aktivieren 
die membrangebundene Form der Guanylat-Cyc- 
lase, das gasförmige Signalmolekül Stickstoffmon- 
oxid aktiviert die Guanylat-Cyclase im Cytoplasma. 


Zyklische Phosphodiesterase 
und Erektionsstörungen 


Die zyklischen Nucleotide werden durch das Enzym 
zyklische Phosphodiesterase inaktiviert; diese wan- 
delt sie in die entsprechenden 5’-Nucleosidmono- 
phosphate (5’-AMP beziehungsweise 5’-GMP) um. 
Der Mensch besitzt mindestens zehn Isoenzyme der 
Phosphodiesterase, verteilt in verschiedenen Gewe- 
ben. Einige davon sind spezifisch für cAMP, andere 
für cGMP (PDE-5, PDE-6 und PDE-9) und wieder 
andere wirken auf beide ein. 

Durch eine Hemmung von Phosphodiesterase 5 
(PDE-5), die spezifisch auf cGMP wirkt, bleibt der 
Gehalt an GMP hoch, und die Blutgefäße bleiben 
länger geweitet. Dies macht man sich zur Behand- 
lung von Erektionsstörungen (erektiler Dysfunktion) 
bei Männern mit dem Medikament Viagra (Sildena- 
fil; Abb. 19.14) zunutze, einem Inhibitor von PDE-5. 
In den USA leiden schätzungsweise 20 bis 30 Milli- 
onen Männer (in Deutschland sind es rund vier bis 
sechs Millionen) unter Erektionsstörungen; rund die 
Hälfte davon konnte durch die Einnahme von Viagra 
eine Besserung erzielen. 

In jüngster Zeit sind die beiden neuen PDE-5- 
Hemmer Vardenafil (Levitra) und Tadalafil (Cialis) 
auf den Markt gekommen. Sie wirken in ähnlicher 
Weise wie Sildenafil, nur etwas stärker. Zudem hat Ta- 
dalafil eine langere Halbwertszeit. Wahrend die Wirk- 
dauer von Sildenafil und Vardenafil rund vier Stunden 
beträgt, liegt sie bei Tadalafil bei etwa 36 Stunden. 


Sildenafil hemmt PDE-5, eine Phosphodiesterase, 
die den zweiten Boten cGMP blockiert. Ohne ein 
Signal von cGMP bleiben die Blutgefäße erweitert. 
Daher kann man Sildenafil zur Behandlung von 
Erektionsstörungen einsetzen. 
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19.14 Zyklisches GMP und sein Analogon Sildenafil 
PDE-5 findet sich in den Blutplättchen sowie in der glatten 
Muskulatur der Eingeweide und der Blutgefäße. Sildenafil 
hemmt PDE-5 auch in diesen Geweben und verursacht da- 
durch die Nebenwirkungen der Viagra-Behandlung. Zudem 
wirkt Sildenafil nicht völlig spezifisch auf PDE-5. Es inhibiert 
auch leicht PDE-6 in der Netzhaut des Auges. Das könnte 
die Ursache für Störungen des Farbensehens (für Blau und 
Grün) sein, die als Nebenwirkungen beobachtet wurden. 


Insulin und Diabetes 


Diabetes mellitus bezeichnet eine Gruppe mitein- 
ander verwandter Krankheiten, die mit einem an- 
omal hohen Glucosespiegel im Blut oder Urin ein- 
hergehen. An Diabetes sind mehrere Gene beteiligt, 
die Symptome variieren im Einzelnen beträchtlich. 
Vielfach entsteht Diabetes durch einen Mangel an 
Insulin. Dieses kleine Proteinhormon wird von der 
Bauchspeicheldrüse (Pankreas) produziert und kon- 
trolliert den Blutzuckerspiegel. Bei Insulinmangel 
steigt der Blutzuckerspiegel, was mehrere Kompli- 
kationen nach sich zieht. Patienten mit insulinab- 
hängigem Diabetes mellitus (IDDM) können ihren 
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19.15 Prozessierung von Insulin 

Das Gen für Insulin produziert ein Transkript, das in ein 
einzelnes Protein namens Prä-Proinsulin translatiert wird. 
Nach der Sekretion wird die Signalsequenz von Prä-Proin- 
sulin abgespalten. Anschließend spaltet eine Endopepti- 
dase das C-Peptid ab. Zurück bleiben die über Disulfidbin- 
dungen verbundene A- und B-Kette. Zum Schluss erfolgt 
noch die Abspaltung der terminalen Arg- und Lys-Reste 
durch Carboxypeptidase H, sodass aktives Insulin entsteht. 


B-Kette 


A-Kette 
Insulin 


Blutzuckerspiegel durch Injektion von Insulin wieder 
beinahe auf Normalmaß senken. An anderen Defek- 
ten ist der Insulinrezeptor beteiligt; hier ist bei einer 
Insulinbehandlung keine Reaktion erkennbar. 


Das Protein Insulin besteht aus zwei separaten Po- 
lypeptidketten, der A- und der B-Kette (Abb. 19.15), 
die durch Disulfidbindungen zusammengehalten wer- 
den. Obwohl das fertige Protein aus zwei Polypeptid- 
ketten aufgebaut ist, wird Insulin nur durch ein einzi- 
ges Gen codiert. Bei dem ursprünglichen Genprodukt 
Prä-Proinsulin handelt es sich um eine einzelne Po- 
lypeptidkette, die sowohl die A- und B-Kette als auch 
das verbindende C-Peptid (engl. connection peptide) 
und eine Signalsequenz enthält. Prä-Proinsulin selbst 
ist kein Hormon und muss zunächst prozessiert wer- 
den, damit Insulin entsteht. Die Signalsequenz am N- 
terminalen Ende wird für die Sekretion benötigt und 
anschließend von einer Signalpeptidase abgespalten. 
Dadurch entsteht Proinsulin. Um davon das C-Pep- 
tid abzuspalten, sind Endopeptidasen erforderlich, 
die innerhalb der Polypeptidkette schneiden. Diese 
erkennen Paare basischer Aminosäuren am Übergang 
vom C-Peptid zur A- und B-Kette. Schließlich wer- 
den durch Carboxypeptidase H noch die terminalen 
Arg- und Lys-Reste abgespalten. 


Das Hormon Insulin wird in Form von Prä-Proinsulin 
produziert. Zunächst wird davon durch eine Sig- 
nalpeptidase die Signalsequenz abgespalten, an- 
schließend das C-Peptid durch eine Endopeptidase. 
Zum Schluss erfolgt die Abspaltung der endständi- 
gen Arg- und Lys-Reste durch Carboxypeptidase H. 
Nach dieser Prozessierung besteht Insulin aus zwei 
über Disulfidbindungen verbundenen Ketten, der 
A- und B-Kette. 

Manche Diabetiker produzieren überhaupt kein 
Insulin und müssen sich Insulin spritzen. Anderen 
fehlt der Insulinrezeptor, sodass das Insulin nicht 
auf seine Zielzellen einwirken kann. 


Der Insulinrezeptor 


Der Insulinrezeptor ist ein Tetramer aus zwei a- und 
zwei ß-Ketten (Abb. 19.16). Genau wie bei Insulin 
codiert ein einzelnes Gen für ein einzelnes Proteinpro- 
dukt, das dann weiter prozessiert wird: Die Signalse- 
quenz wird abgespalten, und schließlich entstehen die 
beiden getrennten Ketten des Rezeptors. Die a-Ketten 
sind an der Zelloberfläche exponiert und binden das 
Hormon. Zwischen Cystein-reichen Regionen der bei- 
den a-Ketten bilden sich Disulfidbindungen und hal- 
ten die Ketten beieinander. Die paarigen $-Ketten sind 
in die Membran eingebettet und weisen eine interne 
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19.16 Der Insulinrezeptor 

a Das Gen für den Insulinrezeptor weist drei Domänen 
auf. Diese codieren für die zur Sekretion dienende Sig- 
nalsequenz, die a-Untereinheit und die ß-Untereinheit. 

b Das Insulinrezeptorprotein besteht aus vier Unterein- 
heiten. Die beiden a-Untereinheiten binden an Insulin. 
Die B-Untereinheiten sind Tyrosinkinasen, die an einem 
Tyrosinrest eine Autophosphorylierung bewirken und das 
Phosphat auf Tyrosinreste am Zielprotein übertragen. 
Zusammengehalten wird der Rezeptor durch Disulfidbin- 
dungen zwischen den beiden a-Untereinheiten sowie den 
a- und den ß-Untereinheiten. 


Signalübertragungsdomäne mit Proteinkinaseaktivität 
auf. Der Insulinrezeptor kann von verschiedenen Gen- 
defekten betroffen sein. Bekannt sind unter anderem 
eine verringerte Expression des Rezeptorgens, eine 
fehlerhafte Prozessierung sowie Defekte bei der In- 
sulinbindung und der Proteinkinaseaktivität. Auf die 
verschiedenen daraus resultierenden Syndrome zeigt 
eine Insulinbehandlung keine Wirkung. 

Bei normalen Insulinrezeptoren löst die Bindung 
von Insulin eine Konformationsänderung aus, welche 
die Proteinkinasedomäne aktiviert. Dadurch werden 
zwei alternative Phosphorylierungskaskaden initi- 
iert. Der Proteinkinase-B-Weg ist für die kurzzeitige 
Kontrolle des Glucosemetabolismus verantwortlich; 
hierbei erfolgt keine Neusynthese von Proteinen 
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19.17 Von Insulin ausgelöste regulatorische 
Kaskaden 

IRS-1 ist ein nachgeschaltetes Ziel für den aktivierten 
Insulinrezeptor. Nach der Phosphorylierung aktiviert IRS-1 
den Ras- und MAPK-Weg; dadurch erhöht sich die Tran- 
skription der an der Umwandlung von Glucose in Glykogen 
beteiligten Gene. Durch Phosphorylierung von Proteinki- 
nase B reguliert IRS-1 auch Stoffwechselenzyme. 


Klonieren und gentechnische Herstellung von Insulin 
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(Abb. 19.17). Der andere Weg verläuft über die Sig- 
nalübertragungsproteine Ras und MAPK (s. Kap. 18) 
und führt zur Aktivierung von Genen und zur Syn- 
these neuer Proteine über einen längeren Zeitraum. 
Die Wirkung von Insulin variiert im Detail bei ver- 
schiedenen Typen von Zielzellen (z.B. Leber-, Fett- 
oder Muskelzellen). Insgesamt gesehen senkt Insulin 
den Blutglucosespiegel und fördert die Speicherung 
von Glucose in Form von Glykogen. Bei zu niedri- 
gem Blutzuckerspiegel wirkt das Hormon Glucagon 
als Antagonist zu Insulin und begünstigt den Abbau 
von Glykogen sowie die Freisetzung von mehr Glu- 
cose in den Blutstrom. Glucagon nutzt cAMP als 
sekundären Boten. 


Der Insulinrezeptor besteht aus zwei a-Ketten, an 
die Insulin bindet, und zwei ß-Ketten, an denen 
die intrazelluläre Kinasedomäne die intrazellulären 
Proteine aktiviert. 


Klonieren und gentechnische 
Herstellung von Insulin 


Insulin gelangte als erstes gentechnisch hergestelltes 
Hormon in den Handel. Bevor kloniertes menschli- 
ches Insulin verfügbar war, mussten sich Diabetes- 
patienten Insulin aus der Bauchspeicheldrüse von 
Tieren wie Kühen oder Schweinen spritzen. Das 


Exkurs 19.1 


funktionierte insgesamt recht gut. Gelegentlich tra- 
ten jedoch allergische Reaktionen auf, in der Regel 
zurückzuführen auf geringe Verunreinigungen in 
den Extrakten. Heute ist echtes menschliches Insulin 
(Humulin, vermarktet von Eli Lilly Inc.) erhältlich, 
hergestellt von rekombinanten Bakterien. 

Wird das Insulingen kloniert und dann direkt in 
Bakterien exprimiert, entsteht zunächst Prä-Proin- 
sulin. Da Bakterien nicht über die Prozessierungs- 
enzyme von Säugetieren verfügen, wandeln sie das 
Prä-Proinsulin nicht in Insulin um (s. Abb. 19.15). 
Dieses Problem lässt sich auf zweierlei Weise lösen. 
Erstens kann man das Prä-Proinsulin reinigen und 
dann mit Enzymen behandeln, die es in Insulin um- 
wandeln. Das bedeutet, dass diese Prozessierungs- 
enzyme ebenfalls hergestellt werden müssen. Das 
ist natürlich viel zu kompliziert. Daher hat man sich 
dafür entschieden, zwei künstliche Minigene her- 
zustellen, eines für die A-Kette des Insulins und ein 
zweites für die B-Kette (Abb. 19.18). Dazu syntheti- 
sierte man zwei DNA-Abschnitte, die für die beiden 
Insulinketten codieren. Diese beiden DNA-Moleküle 
wurden dann in Plasmide eingebaut und diese in 
zwei verschiedene bakterielle Wirte eingeschleust. 
Dadurch war gewährleistet, dass die beiden Insulin- 
ketten separat von zwei Bakterienkulturen produziert 
wurden. Anschließend wurden sie vermischt und ei- 
ner chemischen Behandlung unterzogen, damit sich 
Disulfidbindungen ausbilden und sich die Ketten 
miteinander verbinden konnten. 

Durch die gerade beschriebene Methode erhält 
man Insulin, das seine Funktion recht gut erfüllt. 


Stammzelltherapie bei Diabetes 


Gegenwärtig besteht großes Interesse an der Regenera- 
tion von geschädigten oder kranken Geweben mithilfe 
von embryonalen Stammzellen. Neben den religiösen 
und politischen Kontroversen verursacht die Stamm- 
zelltherapie auch noch komplexe technische Probleme 
- nicht zuletzt, was die geeignete Quelle für Stammzel- 
len betrifft. Davon ausgehend, dass all diese Probleme 
irgendwann gelöst werden, bildet Typ-1-Diabetes eine 
naheliegende Anwendungsmöglichkeit für eine Stamm- 
zelltherapie. 

Auf zellulärer Ebene beruht diese Erkrankung auf ei- 
ner Zerstörung der Insulin-ausschüttenden -Zellen der 
Bauchspeicheldrüse. Durch Implantation neuer -Zellen 
sollte sich Typ-1-Diabetes heilen lassen, da dies eine 


interne Quelle für Insulin liefert. Zahlreiche Forschungen 
beschäftigen sich damit, die Differenzierung von Stamm- 
zellen in Insulin-sezernierende Zellen zu steuern. Im Jahr 
2005 konnten Mauszellen erzeugt werden, die als Reak- 
tion auf Glucose Insulin ausschütten. Bei Implantation 
in Mäuse bewirkten diese zunächst eine Heilung des 
Diabetes. Nach einigen Wochen bildeten die Zellen aller- 
dings ein Teratom - eine zufällig differenzierte Gewebe- 
masse -, sodass die Heilung des Diabetes nicht erfolg- 
reich war. Wenn es gelänge, solche Probleme zu lösen 
und die Technik auf menschliche Zellen anzuwenden, 
könnte es möglich sein, Diabetes eines Tages wirklich 
zu heilen und nicht nur durch ständige Insulininjektionen 
die Symptome zu unterdrücken. 
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19.18 Klonieren von Insulin in Form von zwei 
Minigenen 

Die Gene fiir die A- und B-Kette von Insulin wurden in 
zwei separaten Plasmiden kloniert. Beide Minigene wur- 
den dann mit dem Gen für ß-Galactosidase fusioniert, 
weil das resultierende Protein leicht zu reinigen ist. An- 
schlieBend transformierte man die Plasmide in Bakterien 
zur Expression in getrennten Kulturen. Danach wurden 
die Bakterien der Kulturen geerntet und die Fusionspro- 
teine gereinigt. Die A- und B-Ketten konnten nun mittels 
Bromcyan von der ß-Galactosidase abgespalten und un- 
ter oxidierenden Bedingungen gemischt werden, sodass 
sich Disulfidbindungen ausbildeten und menschliches 
Insulin entstand. 


Dennoch ist natiirliches Insulin, selbst natiirliches 
menschliches Insulin, nicht perfekt, aber die Natur 
lasst sich verbessern. Als problematisch erweist sich, 
dass natiirliches Insulin zur Bildung von Hexameren 
neigt. Durch dieses Verklumpen werden die Ober- 
flächen verdeckt, mit denen das Insulinmolekül an 
den Insulinrezeptor bindet; so wird ein Großteil des 
Insulins daran gehindert, seine Zielzellen zu aktivie- 
ren (Abb. 19.19). In vivo wird Insulin von der Bauch- 
speicheldrüse als Monomer ausgeschüttet und rasch 
durch den Blutstrom verteilt, bevor Gelegenheit zum 
Verklumpen besteht. Bei der Injektion ist Insulin 
in der Spritze jedoch in hoher Konzentration vor- 
handen und kann verklumpen. Nach der Injektion 
braucht es eine Weile, bis die Hexamere wieder dis- 
soziiert sind; daher kann es mehrere Stunden dauern, 
bis der Blutglucosespiegel des Patienten wieder auf 
eine normale Höhe sinkt. 

Man kann Insulin genetisch so modifizieren, dass 
es nicht verklumpt. Durch Veränderung der DNA- 
Sequenz des Insulingens verändert sich auch die 
Aminosäuresequenz des resultierenden Proteins. Ein 
Prolinrest an der Oberfläche, wo die Insulinmole- 
küle bei der Bildung von Hexameren miteinander in 
Kontakt stehen, wird durch Asparaginsäure ersetzt, 
deren Seitenketten eine negative Ladung tragen. Nä- 
hern sich zwei derart modifizierte Insulinmoleküle 
einander an, werden sie gegenseitig von ihren nega- 
tiven Ladungen abgestoßen und verklumpen nicht 
mehr (Abb. 19.20). Das modifizierte Insulin bewirkt 
ein schnelleres Absinken des Blutzuckerspiegels als 
das native Insulin. Im Jahr 1999 erhielt die dänische 
Pharmafirma Novo von der EU die Zulassung für 
dieses verbesserte Insulin. Vielleicht wird es irgend- 
wann das natürliche Produkt ersetzen. 
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19.19 Insulin bildet Hexamere 
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19.20 Modifiziertes, schnell wirkendes Insulin 
Natürliches Insulin weist eine klebrige Stelle um einen 
Prolinrest auf, die bewirkt, dass zwei Insulinmoleküle 
Dimere bilden, die sich schließlich zu Hexameren zusam- 
menlagern. Daher hat man den Prolinrest gentechnisch 
durch einen Asparaginsäurerest ersetzt. Die negativen 
Ladungen stoßen sich gegenseitig ab und verhindern die 
Bildung von Hexameren. 


Zur Behandlung von Diabetes verwendetes Insulin 
wird heute als rekombinantes Protein in Bakterien 
hergestellt. Rekombinantens Insulin wird nicht als 
Prä-Proinsulin exprimiert, sondern in Form von zwei 
Minigenen. Durch Austausch des Prolinrestes ge- 
gen Asparaginsäure kann man verhindern, dass das 
rekombinante Insulin verklumpt. 


Fettleibigkeit und Leptin 


Der Fachbegriff für Fettleibigkeit, Adipositas, leitet 
sich von dem lateinischen Wort adeps für Fett ab. 
Starkes Übergewicht durch falsche Ernährung und 
die damit einhergehenden Konsequenzen haben sich 
in den Industrieländern fast epidemieartig ausgebrei- 
tet. In den USA geben Menschen jährlich zwölf Mil- 
liarden Dollar aus, um schlank zu werden (für Nah- 
rungsmittel, Sportgeräte, Fettabsaugen etc.). Dennoch 
hat die US-Bevölkerung, im Vergleich zu den Bewoh- 
nern aller anderen Industrienationen, am stärksten 
mit Übergewicht zu kämpfen und wird immer fetter. 
Rund 35 Millionen Amerikaner sind so übergewich- 
tig, dass ihre Gesundheit ernsthaft gefährdet ist. Die 
erhöhten Kosten für die Gesundheit belaufen sich 
auf rund 40 Milliarden Dollar pro Jahr - sind also 
mehr als dreimal so hoch wie der Kostenaufwand für 
Schlankheitsprodukte. Fettleibigkeit ist jedoch nicht 
nur eine Frage der Ernährung und mangelnder Bewe- 
gung, sondern hat auch genetische Ursachen. 

Das ob-Gen (für engl. obese = fettleibig) codiert für 
das Protein Leptin. Mäuse, bei denen beide Kopien 
des ob-Gens schadhaft sind, bilden kein Leptin und 
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werden bis zu dreimal so schwer wie normale Mäuse. 
Behandelt man fettleibige Mäuse mit Leptin, dann neh- 
men sie nicht nur weniger Nahrung zu sich, sondern 
verbrennen auch viel schneller Fett und können bis 
zu 30 % ihres Körpergewichts verlieren. Um mensch- 
liches Leptin und Leptin von Mäusen in großen Men- 
gen herstellen zu können, hat man das Gen für diese 
Hormone in das Bakterium E. coli kloniert. Die Lep- 
tine der beiden Arten ähneln einander sehr und wir- 
ken in gleicher Weise auf fettleibige Mäuse. 

Bei Versuchen an Menschen mit kloniertem 
menschlichen Leptin ergaben sich nur mäßige Wir- 
kungen. Einige Testpersonen verloren innerhalb von 
sechs Monaten sechs Kilogramm. Bei extrem fettlei- 
bigen Menschen zeigt Leptin jedoch kaum Wirkung, 
was darauf schließen lässt, dass noch weitere Fakto- 
ren von Bedeutung sind. Leptindefekte führen fast 
von Geburt an zu einer ausgeprägten Fettleibigkeit; 
man spricht in diesem Fall von krankhafter Adipo- 
sitas. Diese Erkrankung ist beim Menschen relativ 
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selten. Anders als bei fettleibigen Mäusen konnte 
man bislang nur bei wenigen Menschen nachweisen, 
dass ihre ob-Gene schadhaft sind und ihre Fettleibig- 
keit durch einen Leptinmangel hervorgerufen wird. 
Wahrscheinlich ist Leptin auch deshalb nicht verbrei- 
tet in Gebrauch, weil es durch Verdauungsenzyme 
abgebaut wird. Daher kann Leptin nicht oral aufge- 
nommen, sondern muss täglich gespritzt werden. 

Bei anderen fettleibigen Menschen sind andere 
Komponenten des Leptin-Regulationskreises defekt. 
Viele fettleibige Menschen weisen sogar höhere Lep- 
tinmengen auf als normal; bei ihnen liegt ein Defekt 
des Leptinrezeptors vor. Bei Mäusen, denen auf- 
grund einer Mutation des db-Gens der Leptinrezep- 
tor fehlt, ist die Leptinkonzentration im Blut zwei- 
bis dreimal so hoch wie normal. Der Leptinrezeptor 
befindet sich an der Oberfläche von Hirnzellen, vor 
allem im Hypothalamus. Er bindet das im Blutstrom 
zirkulierende Leptin und leitet so das Signal ans Ge- 
hirn weiter (Abb. 19.21). 
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a Fettzellen produzieren Leptin und geben es an den Blutstrom ab. Das Hormon bindet an seinen Rezeptor im Hypothala- 
mus, blockiert die Freisetzung von Neuropeptid Y und erhöht die Produktion von Noradrenalin. b Neuropeptid Y regt den 
Appetit an, während Noradrenalin den Fettabbau aktiviert. Insulin und Tub (für engl. „tubby“ = rundlich, dick; s. weiter 


unten) inhibieren ebenfalls die Sekretion von Neuropeptid Y. 
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Exkurs 19.2 


Fettleibig aufgrund einer 
Virusinfektion 


Manche Menschen leiden von Geburt an unter Fett- 
leibigkeit, andere durch eigenes Verschulden und bei 
wieder anderen wird sie - so bizarr es auch klingen 
mag - durch eine Virusinfektion verursacht. Zum 
ersten Mal festgestellt hat man dies bei übergewich- 
tigen Hühnern in Indien, die mit einem oft tödlichen 
Adenovirus infiziert waren. Nach der Infektion setz- 
ten die überlebenden Hühner bis zu 75 % mehr Fett 
an. Das verwandte Adenovirus-36 infiziert sowohl 
den Menschen als auch Hühner. Beim Menschen 
verursacht es Erkältungssymptome und Diarrhö. Bei 
einer Untersuchung von Menschen mit einem Ge- 
wicht von mehr als 110 Kilogramm zeigte sich, dass 
rund 15 % Antikörper gegen Adenovirus-36 in ihrem 
Blut aufwiesen, was auf eine Infektion mit diesem Vi- 
rus irgendwann in der Vergangenheit schließen lässt. 
Fettleibige Menschen haben in der Regel eine höhere 
Konzentration von Cholesterin und Fett im Blut. Die 
Adenovirus-36-positive Gruppe wies jedoch einen ge- 
ringeren Blutcholesterin- und Blutfettspiegel auf als 
normal. Das legt nahe, dass ihre Fettleibigkeit durch 
einen anderen Mechanismus zustande gekommen ist 
als bei der Mehrheit. Unter normalgewichtigen Men- 
schen konnte man in nur sehr wenigen Fällen eine 
frühere Infektion mit Adenovirus-36 nachweisen. Auf 
welche Weise dieses Virus Fettleibigkeit begünstigt, 
ist noch nicht bekannt. 


Durch die Bindung an seinen Rezeptor schaltet 
Leptin die Freisetzung von Neuropeptid Y durch das 
Gehirn ab. Neuropeptid Y steigert die Nahrungsauf- 
nahme und lässt Tiere fetter werden. Zusätzlich regt 
Leptin die Ausschüttung von Noradrenalin (Norepi- 
nephrin) durch das Nervensystem an. Dieses bindet 
an ß3-adrenerge Rezeptoren an der Oberfläche von 
Fettzellen und signalisiert ihnen, Fett abzubauen. Bei 
einigen übergewichtigen Menschen hat man teilweise 
defekte ß3-adrenerge Rezeptoren gefunden. 

Vom Leptinrezeptor ragt ein Schwanz ins Cyto- 
plasma; dieser fungiert als Proteinkinase und ist für 
die Übertragung des Signals verantwortlich. Nach 
Bindung von Leptin wird eine Phosphotransferkas- 
kade ausgelöst, die schließlich die Ausschüttung von 
Noradrenalin bewirkt. Durch alternatives Spleißen 
der mRNA für den Leptinrezeptor entstehen jedoch 
Proteine unterschiedlicher Länge (Abb. 19.22). Die 
längere Isoform wird im Hypothalamus gebunden 
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19.22 Alternative Formen des Leptinrezeptors 

Vom Leptinrezeptor gibt es zwei Isoformen. Sie entstehen 
durch alternatives Spleißen der mRNA des db-Gens. Die 
lange Form weist eine cytoplasmatische Domäne mit 
Proteinkinaseaktivität auf. Der kurzen Form fehlt diese 
Domäne. 


und aktiviert die zahlreichen bereits beschriebe- 
nen Signalübertragungswege. Der kürzeren Isoform 
fehlt die cytoplasmatische Proteinkinasedomäne. 
Ihre Funktion ist unklar. Sie kann jedoch an Leptin 
binden und dafür sorgen, dass es die Blut-Hirn- 
Schranke überwindet. Wie schon erwähnt, fehlt db- 
Mutanten der Rezeptor völlig. Bei fa-Mutanten ist 
er hingegen vorhanden, sein signalübertragender 
Schwanz ist jedoch schadhaft. (Die ursprünglich bei 
Ratten entdeckte fa-Mutation befindet sich im db- 
Gen, das für den Leptinrezeptor codiert, nicht im 
Fettgen (engl. fat)). 


Das vom ob-Gen codierte Hormon Leptin bindet an 
den Leptinrezeptor (codiert durch das db-Gen). Die- 
ser aktiviert die intrazelluläre Kinasedomäne, um 
die Ausschüttung von Neuropeptid Y zu blockieren. 
Sind Leptin oder der Leptinrezeptor defekt, wird 
ständig Neuropeptid Y produziert, welches den 
Appetit anregt. 
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Fettleibigkeit wird durch 
zahlreiche Gene beeinflusst 


Die Anreicherung von Fett wird durch viele Faktoren 
beeinflusst, darunter genetische Faktoren und Um- 
weltfaktoren. In den meisten Fällen ist Fettleibigkeit 
nicht auf Defekte von Leptin oder seinem Rezeptor 
zurückzuführen. Dennoch hat die Entdeckung, dass 
zumindest einige Fälle von Fettleibigkeit überwie- 
gend genetisch bedingt sind, Anlass zu zahlreichen 
Forschungen auf diesem Gebiet gegeben. In Tabel- 
le 19.1 sind eine Reihe von Genen und Proteinen auf- 
gelistet, die sich nachweislich auf das Körpergewicht 
auswirken. 


Tabelle 19.1 


Diese Liste enthält eine verwirrende Auswahl 
an Genen, die für Fettleibigkeit verantwortlich sein 
könnten, und ebenso eine große Zahl von potenziel- 
len Zielen für die Entwicklung von Arzneimitteln. 
Unglücklicherweise wirkt sich eine Veränderung in 
irgendeinem der Faktoren tendenziell auf die Menge 
der anderen Komponenten des Regulationssystems 
aus. Infolgedessen ist es recht unwahrscheinlich, dass 
eine „magische Kugel“ gefunden wird, mit der man 
Fettleibigkeit unter Kontrolle bekommt. Wie genau 
das gesamte Kontrollnetzwerk funktioniert, müssen 
künftige Forschungen aufklären. 

Insulin reguliert nicht nur den Blutzuckerspiegel, 
sondern erfüllt auch eine Funktion beim Fettstoff- 
wechsel. Zudem finden sich Insulinrezeptoren auch 


An der Entstehung von Fettleibigkeit beteiligte Gene und Proteine 


ob (für engl. obesity = Fettleibigkeit) Leptin 


db (für Diabetes; bei Mäusen) Leptinrezeptor 
fa (für engl. fat = fett; bei Ratten) Leptinrezeptor 
NPY Neuropeptid Y 


NPY1R-NPY5R 


Neuropeptid-Y-Rezeptoren; der NPY5R-Rezeptor ist für die Nahrungsaufnahme 


vermutlich am wichtigsten 


tub (für engl. tubby = rundlich, dick) 


Gehirnprotein, vermutlich ein Transkriptionsfaktor 


Proopiomelanocortin, die Vorstufe von a-MSH (a-melanocytenstimulierendes 


agouti-related Protein, Antagonist des Melanocortinrezeptors 


POMC 

Hormon, a-Melanotropin) 
MCAR Melanocortin-4-Rezeptor 
AGRP 
CART 


fat (bei Mäusen) 


cocaine- and amphetamine-regulated transcript (ein Neuropeptid) 


Carboxypeptidase E (CPE) 


PCSK1 Prohormon-Konvertase 1 (Protease) 

GHRL Ghrelin 

GHRL Obestatin 

GHSR G-Protein-gekoppelter Rezeptor für Ghrelin 
GPR39 G-Protein-gekoppelter Rezeptor für Obestatin 
ADRB3 B3-adrenerger Rezeptor 

UCP1 Thermogenin, UCP1 (uncoupling protein 1) 
UCP2 UCP2 (uncoupling protein 2) 

UCP3 UCP3 (uncoupling protein 3) 

AQP7 Aquaporin 7 
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an einigen Gehirnzellen, sodass eine Verbindung be- 
steht zwischen Insulin und der Kontrolle von Nah- 
rungsaufnahme und Körperfett. Insulin zügelt die 
Nahrungsaufnahme durch die Regulation von Neu- 
ropeptid Y. Wie bereits ausgeführt, wird Insulin in 
Form der inaktiven Vorstufe Proinsulin ausgeschüt- 
tet; diese muss erst in Insulin umgewandelt werden, 
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19.23 Melanocortin und Melanocortinrezeptoren 
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um ihre Funktion zu erfüllen. Diese Umwandlung 
von Proinsulin in aktives Insulin erfolgt durch das 
Enzym Carboxypeptidase E. Bei Mäusen, die in der 
Fachsprache als „fett“ bezeichnet werden, findet sich 
ein genetischer Defekt an dem Gen für Carboxy- 
peptidase E. Daher reichern diese Mäuse Proinsulin 
an. Sie ähneln damit vielen Menschen, da sie mit 
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Proopiomelanocortin (POMC) besitzt vier Domänen: Die N-terminale Sequenz aktiviert die Sekretion; das N-terminale 
Peptid mit unbekannter Funktion; die Adrenocorticotropin-(ACTH-)Domäne; und die ß-Lipoproteindomäne, welche die 
Lipolyse aktiviert. Beim Übergang vom Hypophysenvorderlappen zum Zwischenlappen wird POMC in vier verschiedene 
Melanocortine prozessiert. Das a-MSH-Peptid bindet an den Melanocortinrezeptor MCAR und aktiviert den Fettabbau. 


Die anderen sind CLIP, y-Lipoprotein und B-Endorphin. 
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zunehmendem Alter immer dicker werden; das ver- 
deutlicht, wie eine geringere Insulinkonzentration 
zur Ansammlung von Fett beitragen kann. 

Als weitere Regulatoren beeinflussen die Mela- 
nocortine (Abb. 19.23) den Fettstoffwechsel. Pro- 
opiomelanocortin (POMC) ist eine Proteinvorstufe, 
die bei Spaltung mehrere verschiedene Melanocor- 
tine ergibt. Von diesen wirkt sich a-Melanotropin 
(a-MSH, a-melanocytenstimulierendes Hormon) 
auf die Anreicherung von Fett aus. Es gibt mehrere 
verschiedene Melanocortinrezeptoren. Einer davon 
ist der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R), er wird 
von a-MSH zur Aktivierung des Fettabbaus benötigt. 
Defekte des POMC- oder MC4R-Gens können zu 
Fettleibigkeit führen. Wie die Kontrolle von Mela- 
nocortin mit anderen regulatorischen Faktoren in 
Wechselwirkung steht, ist noch umstritten. 

Ein anderer Defekt liegt bei „rundlichen“ (engl. 
„tubby“) Mäusen vor: ein Defekt in dem tub-Gen, des- 
sen Funktion noch nicht bekannt ist. Dieser Defekt 
sorgt für eine mäßige Anreicherung von Fett in höhe- 
rem Alter. Das Tub-Protein findet sich im Hypotha- 
lamus, also in derselben Region des Gehirns, auf die 
auch Leptin abzielt. Offenbar reguliert es ebenfalls die 
Menge an Neuropeptid Y, aber über einen anderen 
Mechanismus als Leptin oder Melanocortin. 

Ghrelin ist ein erst in jüngerer Zeit entdecktes 
Peptid aus 28 Aminosäuren, das sich nachdrücklich 
auf das Ernährungsverhalten auswirkt. Vor Mahlzei- 
ten steigt die Menge an Ghrelin im Blut an, danach 
fällt sie wieder. Das deutet darauf hin, dass Ghrelin 
eine wichtige Rolle beim Signalisieren von Hunger 
spielt. Seinen Namen erhielt Ghrelin ursprünglich 
als „growth hormone releasing factor“, neben der Frei- 
setzung von Wachstumshormon hat es jedoch auch 
noch andere Wirkungen und hemmt offenbar die 
Wirkung von Leptin. Injiziert man Ratten Ghrelin, 
so regt dies zu einer verstärkten Nahrungsaufnahme 
und Gewichtszunahme an. Das verwandte Peptid- 
hormon Obestatin wirkt als Antagonist zu Ghrelin. 
Interessanterweise entstehen sowohl Ghrelin als auch 
Obestatin durch Prozessierung desselben Prohor- 
mons: Proghrelin. 


Viele Proteine und Enzyme regulieren die Körper- 
masse. Die Regulationswege und die Auswirkungen 
dieser Defekte müssen noch genauer erforscht 
werden. 

Insulin, Melanocortinrezeptor und Ghrelin ste- 
hen alle mit der Ansammlung von Fett und dem 
Fettstoffwechsel in Verbindung. 


Fettabbau 


Ein letztes entscheidendes Problem bildet der Ab- 
bau von Fett. Gespeichertes Fett besteht größtenteils 
aus Triglyceriden (d.h. Glycerin, verbunden mit drei 
Fettsäuren). In Adipocyten werden die Triglyceride 
zu Fettsäuren und Glycerin hydrolysiert. Die Fett- 
säuren werden dann in den Mitochondrien zu CO, 
oxidiert und liefern Energie. Normalerweise ist die 
Fettoxidation mit der Energieerhaltung durch die 
Atmungskette gekoppelt. Die Energie wird zur Er- 
zeugung eines Protonengradienten über die innere 
Mitochondrienmembran verwendet, der zur Synthe- 
se von ATP dienen kann. Benötigt der Körper weni- 
ger Energie, so wird die Fettoxidation normalerweise 
gedrosselt. Bei der Verbrennung von überschüssi- 
gem Fett wird die freigesetzte Energie verschwendet; 
das erfordert die gezielte Entkopplung von der At- 
mungskette (Abb. 19.24). Dabei wird die verschwen- 
dete Energie in Form von Wärme frei. 
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19.24 Fettstoffwechsel und UCP 

Fettsäuren werden zu Acetyl-CoA umgewandelt, das 

zur Oxidation in den Citratzyklus eingeht. Die frei wer- 
dende Energie ermöglicht der Elektronentransportkette 
schlieBlich, Protonen in den Raum zwischen den Memb- 
ranen zu pumpen. Das erzeugt einen Protonengradienten, 
der die Synthese von ATP antreibt. Alternativ können die 
Protonen auch Uber Thermogenin (UCP, uncoupling pro- 
tein) zurück über die Membran wandern; dadurch entsteht 
anstelle von ATP Wärme. 
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19.25 Kälte und UCP1 

Wenn das Gehirn feststellt, dass der Körper unterkühlt ist, 
produziert es Noradrenalin. Dieses Hormon bindet an den 
B-adrenergen Rezeptor, der über zyklisches AMP und Pro- 
teinkinase A Signale weiterleitet. Dadurch wird die Zelle 
angeregt, die Produktion und Aktivierung von UCP1 (Ther- 
mogenin) zu erhöhen. UCP1 nutzt den Protonengradienten 
der Mitochondrien, um Wärme zu erzeugen. 


Die sogenannten „Entkopplungsproteine“ (UCP, 
uncoupling proteins) finden sich in der inneren 
Membran der Mitochondrien, insbesondere in brau- 
nem Fettgewebe. Die Mitochondrien der braunen 
Fettzellen werden entkoppelt, wenn Tiere zu sehr 
auskühlen und mehr Körperwärme benötigen. Man 
kennt drei miteinander verwandte UCPs. UCP1 
kommt normalerweise nur in braunem Fettgewebe 
vor und erhielt die Bezeichnung Thermogenin, weil 
es den Körper warm hält (Abb. 19.25). Wenn Nor- 
adrenalin an ß3-adrenerge Rezeptoren an der Ober- 
fläche brauner Fettzellen bindet, wird das bereits 
vorhandene UCP1 rasch aktiviert. Zusätzlich erhöht 
derselbe Stimulus über einen längeren Zeitraum die 
Expression des UCP1-Gens und damit die Menge an 
UCP1-Protein. Knockout-Mäuse, denen UCP1 fehlt, 
sind kälteempfindlich, aber nicht fettleibig. 

Schon seit längerer Zeit ist bekannt, dass Rauchen 
schlank macht. Der hierbei aktive Faktor ist das Ni- 
cotin im Tabak. Nicotin erhöht nicht nur die Menge 
an UCP1 im braunen Fettgewebe, sondern induziert 
auch die Synthese von UCP1 in weißen Fettzellen, 
in denen es normalerweise fehlt. Außerdem zügelt 
Nicotin den Appetit. 

UCP2 ist in den meisten Geweben vorhanden, 
UCP3 vor allem in der Muskulatur. Die Menge an 
UCP2 steigt, wenn Mäuse fettreiche Nahrung zu 
sich nehmen; das trägt vermutlich dazu bei, das Fett 
zu verbrennen. Mäuse, die keine größeren Mengen 
von UCP2 produzieren können, nehmen an Gewicht 
zu. Bestimmte Mutationen am UCP2- und UCP3- 
Gen, die beide nahe beisammen auf Chromosom 
11 liegen, wurden mit Fettleibigkeit beim Menschen 
in Verbindung gebracht. Nach wie vor weiß man 
über die übergeordnete Regulation und Funktion 
von UCP2 und UCP3 noch sehr wenig. 

Zu den merkwürdigen Feststellungen aus jünge- 
rer Zeit zählt, dass ein Mangel an Aquaporin 7 Fett- 
leibigkeit begünstigt. Wasser und Glycerin können 
zwar auch so durch Zellmembranen diffundieren, 
durch Aquaporine wird diese Bewegung aber enorm 
beschleunigt. Ohne Aquaporin 7 kann Glycerin die 
fettabbauenden Zellen nicht schnell genug verlassen. 
Folglich steigt die Menge an Triglyceriden, und das 
Fett wird nicht effizient abgebaut. 


Beim Fettstoffwechsel wird in der inneren Mito- 
chondrienmembran ein Protonengradient erzeugt. 
„Entkopplungsproteine“ (UCPs, uncoupling prote- 
ins) erzeugen mittels dieses Gradienten Körper- 
wärme. Bestimmte Mutationen des UCP2- und 
UCP3-Gens stehen mit Fettleibigkeit in Verbindung. 
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Exkurs 19.3 


Heilung aggressiver Mäuse durch ein Gen aus dem 


menschlichen Gehirn 


Verhaltensanomalien des Menschen auf genetischer 
Ebene zu bekämpfen, erweist sich als schwierig. Viel- 
versprechend ist der Ansatz, bei Mäusen Gendefekte zu 
finden oder zu erzeugen, die ähnliche Verhaltensänderun- 
gen wie beim Menschen auslösen. Die den menschlichen 
Genen entsprechenden Gene bei Mäusen kann man durch 
Gen-Knockouts direkt analysieren. Anschließend kann 
man überprüfen, ob sich durch das klonierte menschliche 
Gen die bei den Knockout-Mäusen auftretenden Defekte 
möglicherweise umkehren lassen. 

Mutierte Mäuse, die durch eine pathologische Ag- 
gression gekennzeichnet sind, erhielten die Bezeich- 
nung „fierce mice“. Bei einer Deletion beider Kopien 
des NR2E1-Gens (das für den Kernrezeptor 2E1 codiert) 


Monoamin-Oxidase und 
Gewaltverbrechen 


Zwischen Genetik und Verhalten bestehen komplexe 
Wechselwirkungen. Auch zwischen Stoffwechsel und 
Verhalten gibt es Überlappungen. Wie bereits ange- 
deutet, sind die genetischen Auswirkungen auf Fett- 
leibigkeit nicht ausschließlich physiologischer Art. 
Auch Mutationen in mehreren anderen Genen, die 
das Körpergewicht kontrollieren, wirken sich auf die 
Nahrungsaufnahme aus. 

Lange Zeit waren die Informationen auf dem 
Gebiet der Verhaltensgenetik weitgehend statisti- 
scher Natur. Nach und nach kommen nun aber 
Zusammenhänge auf molekularer Ebene ans Licht. 
So scheint es eine Verbindung zwischen Gewalt 
und der Aufnahme des Neurotransmitters Seroto- 
nin zu geben. Man kennt verschiedene Allele des 
Gens für den Serotonintransporter; die Varianten 
mit geringerer Aktivität korrelieren mit aggressivem 
Verhalten. 

Ein weiterer Zusammenhang besteht zwischen 
Gewaltverbrechen und der Aktivität von Mono- 
amin-Oxidase (MAO) im Gehirn. Seit vielen Jah- 
ren schon ist bekannt, dass es einen statistischen 
Zusammenhang zwischen Gewalt und der in Blut- 
plättchen festgestellten Menge an MAO gibt. Bei 
männlichen wie weiblichen Gewaltverbrechern fin- 
det sich eine geringere MAO-Aktivität. Vor kurzem 


entstehen ausgesprochen aggressive Mäuse mit anoma- 
ler Gehirnentwicklung. Ihr aggressives Verhalten ist von 
Dauer und maladaptiv: Die aggressiven Männchen töten 
häufig ihre Partnerinnen. Durch die klonierte mensch- 
liche Version des NR2E7-Gens lässt sich der Defekt 
bei der Gehirnentwicklung der aggressiven Mäuse nach- 
weislich beheben und wieder ein normales Verhalten 
herstellen. Noch besteht keine Klarheit darüber, ob die 
Defekte am NR2E1-Gen auch für geistige Störungen beim 
Menschen verantwortlich sind. Es gibt einen Zusammen- 
hang zwischen der bipolaren Störung und der Region 
6q21-22, in der das NR2ET-Gen liegt. Diese Position 
auf dem Chromosom besetzen aber auch noch andere 
Kandidatengene. 


hat man nun für eine kleine Zahl von Extremfällen 
die zugrundeliegenden genetischen Störungen cha- 
rakterisiert. 

Signale zwischen Nervenzellen werden durch ver- 
schiedene chemische Neurotransmitter übertragen, 
die nach Empfang des Signals wieder abgebaut wer- 
den müssen. Monoamin-Oxidase A findet sich in der 
äußeren Membran der Mitochondrien von Neuro- 
nen und initiiert den Abbau von Neurotransmittern 
der Familie der Catecholamine: Dopamin, Adre- 
nalin (Epinephrin) und Noradrenalin (Norepineph- 
rin; Abb. 19.26). Das Gen für Monoamin-Oxidase A 
(MAO-A) liegt auf dem X-Chromosom. Man kennt 
Individuen mit Deletionen und Punktmutationen 
dieses Gens. Veränderungen des MAO-A-Gens füh- 
ren zu erheblichen Abweichungen des Monoamin- 
stoffwechsels und sind mit verschiedenen kognitiven 
Defiziten und Verhaltensänderungen bei Menschen 
und transgenen Mäusen assoziiert. 

In den Niederlanden konnte ein Defekt der Mo- 
noamin-Oxidase A mit Gewalt unter den männ- 
lichen Vertretern einer Familie in Verbindung 
gebracht werden. Mehr als ein Dutzend Männer, 
die durch marginale geistige Retardierung und un- 
kontrollierte Gewaltausbrüche charakterisiert wa- 
ren, wiesen eine Punktmutation im achten Exon 
des MAO-A-Gens auf. Durch die Mutation wurde 
aus dem Codon für Gln (CAG) ein Stoppcodon 
(TAG), was zu einem verstümmelten Protein führte. 
Bei normalen Brüdern der gewalttätigen Männer 
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fand man diese Mutation des MAO-A-Gens nicht. 
Frauen, die gewalttätige Söhne hatten, besaßen ein 
normales und ein mutiertes Allel - wie erwartet 
bei einer geschlechtsgebundenen Störung. Bei den 
betroffenen Individuen stieg die Neurotransmitter- 
menge deutlich über das normale Maß an, vor allem 
in Stresssituationen. Wahrscheinlich löst bei ihnen 
schon der geringste Stress eine unverhältnismäßige 
Reaktion aus. 

Die Zahl schwerer MAO-A-Defekte ist ausge- 
sprochen gering und wird kaum mehr als einen 
unbedeutenden Anteil am kriminellen Verhalten 
ausmachen. Andererseits kann man sich durchaus 
vorstellen, dass die allgemeine Korrelation zwischen 
MAO-Menge und Gewaltverbrechen auf geneti- 
sche Veränderungen zurückzuführen ist, die eine 
leichte Reduktion der Monoamin-Oxidase-Aktivi- 
tät bewirken. Dies bildet den Gegenstand weiterer 
Forschungen. 


Bei einigen Gewaltverbrechern konnte man eine 
genetische Grundlage für ihr Handeln nachwei- 
sen. Defekte des Gens für Monoamin-Oxidase A 
konnten mit gewalttätigem Verhalten und leichter 
geistiger Retardierung in Zusammenhang gebracht 
werden. 
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19.26 Abbau von Neuro- 
transmittern durch Monoamin- 
Oxidase A 

Monoamin-Oxidase A baut Noradre- 
nalin ab, indem es die Amingruppe 
in eine Aldehydgruppe umwandelt. 
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Der Prozess des Alterns beginnt bereits bei der Geburt 
und hält bis zum Tod an. Manche Menschen scheinen 
sehr würdevoll zu altern, während bei anderen bereits 
sehr früh Anzeichen des Alterns erkennbar werden. 
Selbst wenn man tödliche Infektionskrankheiten und 
Unfälle unberücksichtigt lässt, ergeben sich bei der 
Lebensspanne von Menschen recht deutliche Unter- 
schiede. Interessanterweise zeigen sich erhebliche 
Abweichungen der durchschnittlichen Lebensspan- 
ne bei Säugetierarten ähnlicher Größe. So werden 
Mäuse beispielsweise rund zwei bis drei Jahre alt, 
andere Nagetiere ähnlicher Größe erreichen hinge- 
gen im Schnitt ein Alter von fünf bis zehn Jahren. 
Alter ist also ein relativer Begriff mit Abweichungen 
innerhalb und zwischen Arten. Bis vor nicht allzu 
langer Zeit kannte man keine eindeutige molekulare 
Ursache für das Altern; es trat einfach als eine lang- 
sam zunehmende Abnutzung unserer Zellen, Gewe- 
be, Organe und schließlich unseres gesamten Körpers 
zutage. Solange man noch keine Säugetierzellen im 
Labor kultivierte, war es unmöglich, die im Laufe 
der Zeit auftretenden molekularen Veränderungen zu 
verstehen. Viele Menschen versuchen die Zeichen des 
Alterns zu übertünchen und geben jede Menge Geld 
für Produkte aus, welche die sichtbaren Anzeichen 
angeblich beseitigen oder verbergen. Da überrascht es 
nicht, dass die Biotechnologieindustrie hofft, diesen 
Geldfluss ebenfalls anzapfen zu können, indem sie 
biologische Lösungen gegen das Altern findet. 


Zelluläre Seneszenz 


Kultiviert man normale adulte Zellen einer Maus oder 
eines Menschen in Petrischalen, so teilen sich diese 
Zellen über eine bestimmte Anzahl von Generationen 
hinweg und stellen dann die Teilung ein. Dann kann 
man selbst durch den Zusatz von wachstumsfördern- 
den Stoffen nichts mehr bewirken. Die Zellen sterben 
aber nicht ab, solange sie ausreichend mit Nährstoffen 
versorgt werden. Man spricht von der sogenannten 
zellulären oder replikativen Seneszenz. Die aus einem 
Säugetier isolierten Zellen haben eine innere Uhr, die 
das Eintreten der Seneszenz steuert. Menschliche Fib- 
roblasten aus einem Fetus teilen sich in Kultur 60- bis 
80-mal, Fibroblasten einer älteren Person dagegen nur 
10- bis 20-mal. Die replikative Seneszenz hängt von 
der Zahl der Zellteilungen ab, nicht vom Kalender. Die 
erlaubte Zahl der Teilungen einer Zelle ist vorprogram- 
miert und wird nicht von zirkulierenden Hormonen 


oder den umgebenden Geweben kontrolliert. Zudem 
teilen sich Zellen von Tieren mit kurzer Lebensspanne 
weniger häufig als Zellen von Tieren mit langer Le- 
bensspanne. Daher korreliert die replikative Seneszenz 
mit der Lebensspanne des Organismus selbst. 

Mit der replikativen Seneszenz sind drei wesentli- 
che Merkmale verbunden. Erstens wird bei den altern- 
den Zellen der Zellzyklus in der G,-Phase angehalten 
und tritt nicht mehr in die S-Phase ein (s. Kap. 4). Die 
Zellen zeichnen sich durch einen aktiven Stoffwechsel 
aus, produzieren also Proteine, erzeugen Energie und 
erfüllen ihre normalen Funktionen - aber sie replizie- 
ren nicht mehr ihre DNA und teilen sich nicht mehr. 
Zweitens werden viele endgültig differenziert. Mit 
anderen Worten, nach Abschluss der Zellteilungen 
spezialisiert sich die Zelle auf eine bestimmte Funk- 
tion. So teilen sich beispielsweise unreife Melanocy- 
ten, bis bei der Seneszenzuhr die Alarmglocke läutet; 
dann stellen die Melanocyten die Teilung ein und 
produzieren Melanin, um das Hautgewebe vor Schä- 
den durch Sonnenlicht zu schützen. Sowohl endgültig 
differenzierte als auch seneszente Zellen teilen sich 
nicht mehr, aber die endgültig differenzierten haben 
auch eine physiologische Veränderung durchgemacht. 
Zellen können altern, ohne ihre physiologische Funk- 
tion zu ändern. Schließlich werden die seneszenten 
Zellen resistent gegen Apoptose oder den program- 
mierten Zelltod (s. weiter unten). 

Interessanterweise gibt es bei der zellulären Se- 
neszenz Unterschiede zwischen Arten. Im Labor 
wird häufig Gewebe von Mäusen verwendet, weil 
es problemlos zu beschaffen ist. Da Mäuse zu den 
Säugetieren gehören, lassen sich viele Parallelen zum 
Menschen ziehen. Bei der Kultur von Mäusezellen 
in vitro altert ein geringer Prozentsatz jedoch nie. Ir- 
gendwann übersteigt dann die Zahl der nicht altern- 
den Zellen die der seneszenten, und man erhält eine 
Petrischale mit unsterblichen Zellen. Solch ein Dem- 
Alter-Entrinnen wurde bei kultivierten menschlichen 
Zellen noch nie beobachtet. 

Würden all unsere Zellen in das Stadium der Se- 
neszenz eintreten, wäre keine Wundheilung oder 
Erholung von bakteriellen oder viralen Infektionen 
mehr möglich. Deshalb tritt bei einigen unserer Zel- 
len keine Seneszenz ein. Während der Embryogenese 
und Entwicklung altern natürlich nur sehr wenige 
Zellen. Bei der Entwicklung enthält der Körper viele 
Stammzellen, unausgereifte oder Vorläuferzellen, aus 
denen dann differenzierte Zellen hervorgehen. Mit 
zunehmendem Alter nimmt die Zahl der Stammzellen 
ab, es verbleiben jedoch immer einige, um Gewebe 
wieder zu ergänzen, insbesondere die Haut, die Darm- 
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schleimhaut, Zellen des Immunsystems und Blutzel- 
len. Neben den Stammzellen treten auch die Zellen 
der Keimbahn nicht in das Stadium der Seneszenz ein 
und behalten dauerhaft die Fähigkeit, sich bei Bedarf 
zu teilen. Ein weiteres Beispiel für nicht alternde Zel- 
len sind Tumorzellen. Im Gegensatz zu Stammzellen 
und Keimbahnzellen ist bei Tumorzellen der Eintritt 
in die Seneszenz durch eine Mutation aufgehoben. 


Als zelluläre Seneszenz bezeichnet man den Zustand 
einer Zelle, bei dem sie zwar noch am Leben ist, sich 
aber nicht mehr teilt. Einige seneszente Zellen sind 
endgültig differenziert und erfüllen im Organismus 
eine bestimmte Funktion. Seneszente Zellen sind 
resistent gegen Apoptose (programmierten Zelltod). 


Faktoren, welche die 
Seneszenz aktivieren 


Viele verschiedene Faktoren aktivieren die Seneszenz 
von Zellen und wurden deshalb mit dem Prozess des 
Alterns in Verbindung gebracht. Bei normalen Zellen 
kontrolliert die Länge der Telomere, ob Zellen altern 
oder nicht. Während der Replikation der Chromo- 
somen kann DNA-Polymerase die DNA an den di- 
stalen Enden der Chromosomen nicht replizieren. 
Als Folge davon verkürzen sich die Chromosomen 
mit jeder Zellteilung (Abb. 20.1). Hat die Länge der 
Telomere eine kritische Verkiirzung erreicht, treten 
die Zellen in das Stadium der Seneszenz ein. 

Als weiterer Faktor aktivieren DNA-Schäden die 
Seneszenz und könnten zum Alterungsprozess bei- 
tragen. Durch normale Stoffwechselaktivität entste- 
hen verschiedene reaktive Sauerstoffmetaboliten 
(ROM, engl. reactive oxygen metabolites) (oder ROS/ 
Sauerstoffspezies), die Proteine, Lipide und die DNA 
angreifen. Diese Schäden akkumulieren bis zu einer 
bestimmten Schwelle. Danach tritt bei den Zellen, je 
nach Ausmaß und Schwere der Schäden, Seneszenz 
oder Apoptose ein (Abb. 20.2). Dadurch wird ver- 
hindert, dass sich im Körper stark geschädigte Zellen 
ansammeln. 


Die zelluläre Seneszenz steht mit der Länge der 
Telomere und dem Umfang der DNA-Schäden 
aufgrund von reaktiven Sauerstoffmetaboliten in 
Zusammenhang. 
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20.1 Die Verkürzung der Telomere verursacht die 
zelluläre Seneszenz 

Eine Zelle mit langen Telomeren kann sich kontinuierlich 
teilen und vermehren; eine Zelle mit kurzen Telomeren 
hingegen ist vielleicht nur noch in der Lage sich einmal zu 
teilen und tritt dann in das Stadium der Seneszenz ein. 
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20.2 DNA-Schäden aktivieren die Seneszenz 

Durch mitochondriale Atmung wird ATP produziert, es ent- 
stehen aber auch reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROMs), 
die Zellbestandteile schädigen. Bei schweren Schäden 
kann die Zelle in die Seneszenz eintreten oder absterben. 
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Korrelation zwischen Krebs 
und Altern 


Als dritter wesentlicher Faktor wird zelluläre Se- 
neszenz durch das Vorhandensein onkogener Mu- 
tationen aktiviert, die Krebs auslösen (zu Details 
s. Kap. 18). Als Verteidigungsmechanismus des Orga- 
nismus opfern sich solche schadhaften Zellen selbst 
und starten das genetische Programm für die Senes- 
zenz oder Apoptose, und es kommt zu einer vorzei- 
tigen Seneszenz. Das wirft die Frage auf, warum Zel- 
len ein Programm zur gezielten Seneszenz besitzen. 
Nach der vorherrschenden Theorie soll dies ganz 
einfach Krebs verhindern. 

Für diese Theorie liegen drei entscheidende 
Beweise vor. Erstens enthalten bösartige Tumoren 
Zellen, die unsterblich sind und unendlich weiter 
wachsen, weil sie das normale Seneszenzprogramm 
umgehen. Zweitens umgehen oder blockieren On- 
kogene, die aus normalen Zellen maligne Zellen ma- 
chen, häufig die Seneszenz und verlängern dadurch 
die Lebensspanne von Zellen. Drittens verhindert ein 
Verlust der Proteine p53 oder Retinoblastomprotein 
(pRB), dass eine Zelle in das Stadium der Seneszenz 
eintritt. Bei vielen Formen von Krebs liegt eine Mu- 
tation in einem oder beiden dieser Proteine vor, die 
beide an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt sind 
(s. Kap. 18). 

Wenn p53 oder pRB defekt sind, durchlaufen 
die Zellen mehr Replikationszyklen als normal 
(Abb. 20.3). Sind sowohl p53 als auch pRB in Zel- 
len schadhaft, so addiert sich die Wirkung, und die 
replikative Lebensspanne ist länger als bei Vorlie- 
gen von nur einer Mutation. Nach einer erhöhten 
Zahl von Zellteilungen tritt allerdings auch bei sol- 
chen Doppelmutanten schließlich die Seneszenz ein. 
Zellen besitzen also andere Mechanismen, um die 
Seneszenz auszulösen. Die Proteine p53 und pRB 
gelten als entscheidende Regulatoren der zellulären 
Seneszenz, weil sie die Ziele mehrerer viraler Onko- 
gene sind. 

Das Protein p53 aktiviert als Reaktion auf Stress 
mehrere Zellprogramme, darunter auch die zelluläre 
Seneszenz, Apoptose, Einstellung des Wachstums 
und DNA-Reparatur. Seine Expression ist streng re- 
guliert, weil sich sowohl ein Überschuss als auch ein 
Mangel an p53 nachteilig auswirken. Als Transkripti- 
onsfaktor reguliert p53 sein eigenes Gen ebenso wie 
verschiedene andere Gene. Vor allem aktiviert p53 
die Transkription von Genen für die beiden anderen 
Regulatoren PUMA (für engl. p53-upregulated mo- 
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20.3 Bei Defekten von p53 und pRB erhöht sich die 
Lebensspanne von Zellen 

Normale Zellen teilen sich für eine bestimmte Zeit und 
stellen dann die Teilung ein. Zellen mit Mutationen der 
Gene für p53 oder pRB teilen sich weiter und replizieren 
sich länger als normal. Sind sowohl p53 als auch pRB 
durch Mutationen geschädigt, so teilen sich die Zellen 
sogar noch länger. Irgendwann stellen aber letztlich auch 
die Mutanten die Teilung ein, sofern nicht eine weitere 
onkogene Mutation auftritt. 


dulator of apoptosis) und SLUG. PUMA ist ein Ver- 
treter der Bcl-2-Proteinfamilie, die Bax aktiviert, und 
fördert daher die Apoptose (s. den Abschnitt unten 
über Apoptose bei Säugetieren). Das Protein SLUG 
dagegen blockiert die Transkription von PUMA und 
wirkt der Apoptose entgegen. Das Gleichgewicht 
zwischen PUMA und SLUG bestimmt also die Ent- 
scheidung zwischen dem Versuch, eine geschädigte 
Zelle durch Einstellung des Wachstums plus DNA- 
Reparatur zu retten, oder der Eliminierung der Zelle 
durch Apoptose. Das Protein p53 spielt bei dieser 
Entscheidung zwischen Leben und Tod der geschä- 
digten Zelle eine sehr komplizierte Rolle, die noch 
nicht gänzlich erforscht ist. 


Bei einer Schädigung tritt eine Zelle früher in die 
Seneszenz ein. Schwer geschädigte Zellen begehen 
über Apoptose Selbstmord. Wenn geschädigte 
Zellen das Seneszenzprogramm umgehen und 

die Apoptose blockieren, bezeichnet man sie als 
Krebszellen. 

Die Proteine p53 und pRB regulieren die Senes- 
zenz. Mutationen dieser Gene machen die Zellen 
resistent gegen Seneszenz und lösen häufig Krebs 
aus. 
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Während des Alterns 
verkürzen sich die Telomere 


Dass alle Zellen normalerweise irgendwann in das 
Stadium der Seneszenz eintreten, impliziert, dass 
dieses Phänomen durch eine innere Uhr gesteuert 
wird. Vorzeitig ausgelöst werden kann der Alarm 
durch mutierte Onkogene; normalerweise ist dies 
jedoch erst der Fall, wenn die Telomere gefährlich 
verkürzt sind. Bei normalen menschlichen Chro- 
mosomen beträgt die Länge der Telomere 5-15 kb, 
während Telomere seneszenter Zellen 4-7 kb lang 
sind. Telomere sind hochrepetitive Sequenzen an 
den Enden eukaryotischer Chromosomen, die sich 
mit jeder Replikation der Chromosomen verkürzen 
(für Details hierzu s. Kap.4). Daran sind Proteine 
gebunden; sie schützen die Enden der DNA vor der 
Reparatur von Doppelstrangbrüchen. Dadurch wür- 
den die Enden verschiedener Chromosomen mitein- 
ander verbunden, was katastrophale Auswirkungen 
zur Folge hätte. 

In einigen Zellen repariert das Enzym Telomerase 
die verkürzten Enden der Chromosomen (Abb. 20.4) 
durch Hinzufügen weiterer Sequenzwiederholungen 
an den Enden. Besonders aktiv ist Telomerase in 
Fortpflanzungszellen. Telomerase ist eine untypische 
Reverse Transkriptase aus zwei Bestandteilen, Pro- 
tein und RNA. Das Protein katalysiert die Synthese 
neuer DNA, die RNA fungiert als Matrize. 

In den meisten menschlichen Zellen ist die Telo- 
meraseaktivität sehr gering; deshalb sind diese Zellen 
sehr anfällig für Seneszenz. Bei Mäusen herrscht hin- 
gegen in den meisten Zellen eine hohe Telomerase- 
aktivität, daher haben sie auch viel längere Telomere 
(ungefähr 40-60 kb). Diese Unterschiede treten in 
Zellkultur zutage. Mauszelllinien teilen sich vor dem 
Eintritt in die Seneszenz viel häufiger und werden 
manchmal spontan unsterblich. Durch gentechni- 
sche Modifikation hat man die RNA-Komponente 
der Telomerase von Mäusen eliminiert. Diese Mäuse 
erscheinen einige Generationen lang normal, obwohl 
sich die Telomere mit jeder Generation verkürzen, 
weil sie nicht mehr verlängert werden können. An 
einem kritischen Punkt der Telomerlänge treten bei 
den Mäusen Chromosomenfusionen sowie ein An- 
stieg der zellulären Seneszenz und Apoptose auf. 
Somit ähneln die Mäusezellen immer mehr mensch- 
lichen Zellen (die ohnehin im Allgemeinen schon 
kürzere Telomere aufweisen). 

Die menschliche Erbkrankheit Dyskeratosis con- 
genita (DKC; angeborene Dyskeratose) steht mit 
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20.4 Telomerase verhindert die Verkürzung der 
Telomere 

Telomerase besteht aus einer Protein- und einer RNA- 
Komponente. Die RNA erkennt die Sequenzwiederholun- 
gen der Telomere, das Protein verlangert die Telomere. 


einer geringeren Telomeraseaktivität in Zusammen- 
hang. DKC-Patienten leiden unter anderem unter 
blockierten Tränenkanälen, Lernschwierigkeiten, 
Lungenerkrankung, Ergrauen der Haare und Haar- 
ausfall sowie Osteoporose. Interessanterweise han- 
delt es sich bei vielen dieser Komplikationen auch 
um Symptome des Alterns. Das für DKC verant- 
wortliche Gen codiert für ein Protein, das rRNA- 
Vorstufen im Nucleolus prozessiert. Bei DKC-Pa- 
tienten war die Menge der RNA-Komponente der 
Telomerase sehr stark verringert, und die Telomere 
waren ungewöhnlich kurz. Vermutlich sind einige 
der Symptome von DKC auf die unzureichende 
Länge der Telomere zurückzuführen. 

Auch bei Krebs ist die Länge der Telomere ein 
entscheidender Aspekt. Da sich Krebszellen über 
das normale Maß hinaus teilen, verkürzen sich ihre 
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Telomere extrem. Dies trägt zu der mit Krebs assozi- 
ierten genetischen Instabilität bei. Bei einem Tumor 
in fortgeschrittenem Stadium wird in den Zellen 
schließlich die Telomeraseaktivität angeschaltet und 
restabilisiert das Genom. Bis zu diesem Zeitpunkt 
können natürlich schon zahlreiche Umordnungen 
erfolgt sein. 


Die Telomere verkürzen sich, weil DNA-Polymerase 
die Enden der Chromosomen nicht synthetisieren 
kann. In einigen Zellen können die Telomere durch 
das Enzym Telomerase wieder verlängert werden. 
Bei zu starker Verkürzung der Telomere treten die 
Zellen in das Stadium der Seneszenz ein. Wird die 
Seneszenz wie bei Krebs unterbunden, so werden 
die Chromosomen instabil, und es kommt zu Um- 
ordnungen und Verschmelzungen. 


Mitochondrien und Altern 


Wie bereits beschrieben, kann man zelluläre Senes- 
zenz und Altern auf oxidativen Stress zurückführen. 
Tatsächlich halten viele Wissenschaftler Oxidations- 
schäden für die Hauptursache des Alterns. Die Mito- 
chondrien spielen hierbei eine entscheidende Rolle, 
denn die meisten oxidierenden Radikale werden bei 
der aeroben Atmung gebildet. Kurzum, der mito- 
chondriale Elektronentransport, durch den der größ- 
te Teil des ATP produziert wird, verbraucht ungefähr 
85 % des Sauerstoffs. Durch partielle Reduktion des 
O,-Moleküls entstehen hochreaktive Spezies wie Su- 
peroxidionen (»O;), Peroxide (H,O,) und Hydroxyl- 
radikale (OHe). Diese reaktiven Sauerstoffmetabolite 
schädigen unspezifisch Proteine, Lipide und DNA 
(Abb. 20.5). 

Mitochondriale DNA (mtDNA) bildet das Haupt- 
ziel für reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROMs), denn 
sie ist nicht durch Histone geschützt und befindet 
sich in der Nähe der Elektronentransportkette. Bei 
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20.5 Durch oxidativen Stress werden umliegende 
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Reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROMs) greifen die 
mitochondriale DNA, zelluläre Proteine, Lipide und die 
Kern-DNA an. Geschädigte mtDNA kann zur Produktion 
mutierter Atmungskettenproteine führen, die wiederum 
mehr ROMs und/oder weniger ATP produzieren. 
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Oxidation der mtDNA können sich in den Ge- 
nen für die Energieproduktion Mutationen auf der 
mtDNA ansammeln. Daraus kann eine fehlerhafte 
Elektronentransportkette resultieren. Daher pro- 
duzieren die Mitochondrien weniger Energie, und 
die Prozesse der Zelle verlangsamen sich. Zudem 
können defekte Elektronentransportproteine noch 
mehr ROMs produzieren, welche die mtDNA noch 
weiter schädigen - ein Teufelskreis. Es sei daran er- 
innert, dass jedes Mitochondrium mehrere Kopien 
seines Genoms aufweist, jede Zelle viele Mitochon- 
drien enthält und jedes Gewebe aus zahlreichen 
Zellen besteht. Also müssen sich Schäden aus vie- 
len Ereignissen ansammeln, damit ihre Auswirkun- 
gen erkennbar werden. In metabolisch besonders 
aktiven Zellen reichern sich Oxidationsschäden 
rascher an. 

Als Antioxidantien wirkende Enzyme können die 
Auswirkungen von oxidativem Stress abschwächen. 
Davon gibt es mehrere mit unterschiedlichen Funkti- 
onen. Die beiden bekanntesten sind Superoxid-Dis- 
mutase (SOD) und Katalase. Von der SOD existie- 
ren zwei Formen mit unterschiedlichen Metallionen 
im aktiven Zentrum. Cu/Zn-SOD findet sich haupt- 
sächlich im Cytoplasma, Mn-SOD in den Mitochon- 
drien. SOD wandelt Superoxidionen in Sauerstoff 
und Wasserstoffperoxid um. Katalase bewirkt die 
Umwandlung von Wasserstoffperoxid in Sauerstoff 
und Wasser. 


Superoxid-Dismutase: 
Katalase: 


2 e O3 + 2 H* > O, + H,O, 
2 H,O, > O, + 2 H,O 


Behandelt man den durchscheinenden Nemato- 
den Caenorhabditis elegans mit einem Antioxidans, 
erhöht sich seine Lebensspanne signifikant - um 
nicht weniger als 54 %. Diese Fadenwürmer zeig- 
ten keine geringere Körpergröße oder verringer- 
te Fruchtbarkeit. Das lässt darauf schließen, dass 
es kaum zu einer unspezifischen Reduktion des 
Stoffwechsels kam. Weitere Untersuchungen an der 
Taufliege Drosophila melanogaster stützen diese An- 
sicht. Die Zugabe von Antioxidantien zur Nah- 
rung von Drosophila wirkt sich unterschiedlich auf 
die durchschnittliche Lebensspanne aus. Vitamin 
E (a-Tocopherol, ein Radikalfänger) erhöhte bei- 
spielsweise die Lebensspanne um 13 %, Vitamin C 
zeigte dagegen keinerlei Wirkung. Wie sich in drei 
Studien ergab, verlängert das Antioxidans Thiopro- 
lin die Lebensspanne. Allerdings erwies sich seine 
Wirkung als äußerst variabel (eine Verlängerung 
von 6-30 %). Gentechnisch modifizierte Fliegen 


mit einem zusätzlichen Gen für SOD oder Katalase 
zeigten keine Veränderung der Lebensspanne. Bei 
Fliegen mit drei Kopien des SOD- oder Katala- 
segens verlängerte sich die Lebensspanne um ein 
Drittel - vermutlich aufgrund der geringeren Oxi- 
dationsschäden. 

Da Stoffwechsel und Oxidation mit dem Altern 
in Zusammenhang stehen, sollten sich bei einer ge- 
drosselten Stoffwechselrate weniger Schäden ansam- 
meln, und der Organismus sollte länger leben. Eine 
Abnahme der Körpertemperatur senkt die Stoff- 
wechselrate, wie sich bei wechselwarmen Tieren oder 
Winterschläfern zeigt. Solche Tiere können über 
einen längeren Zeitraum ausschließlich von ihrem 
gespeicherten Körperfett leben, indem sie die Herz- 
frequenz verringern und den Stoffwechsel verlangsa- 
men. Eine reduzierte körperliche Aktivität senkt die 
Stoffwechselrate ebenfalls, genau wie eine Einschrän- 
kung der Nährstoffzufuhr. Um diese Hypothese zu 
überprüfen, setzte man Mäuse auf eine kalorienre- 
duzierte Diät. Dadurch verringerten sich der Blut- 
glucose- und der Insulinspiegel. Außerdem zeigten 
die Mäuse eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber 
Insulin und hatten eine geringere Körpertemperatur. 
Ebenfalls untermauert wurde die Theorie, dass eine 
Einschränkung der Kalorienzufuhr Oxidationsschä- 
den verringert, durch die Tatsache, dass sich in den 
Mitochondrien der Nager weniger reaktive Sauer- 
stoffmetaboliten nachweisen ließen und im Laufe des 
Lebens der Tiere weniger Oxidationsschäden auftra- 
ten. Die stärkste Auswirkung zeigte sich im Gehirn 
und in der Skelettmuskulatur, beides Gewebe mit 
hohen Stoffwechselraten. 

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse bleibt 
noch festzustellen, ob Antioxidantien die Lebens- 
spannen aller Organismen verlängern können. Zur 
Oxidation von Proteinen oder DNA und dem dar- 
aus folgenden Altern des Organismus können viele 
Faktoren beitragen. Erst durch weitere Forschungen 
wird sich ergeben, welche Rolle jeder dieser Faktoren 
genau spielt. 


Durch partielle Reduktion von Sauerstoff entste- 
hen reaktive Sauerstoffspezies. Diese greifen die 
mitochondriale DNA und die Enzyme der Elektro- 
nentransportkette an, die sich beide in direkter 
Umgebung der Sauerstoffreduktion befinden. 
Verringern lassen könnten sich diese Schäden 
an den Zellen durch eine eingeschränkte Kalo- 
rienzufuhr oder durch Zugabe von Enzymen, die 
als Antioxidantien wirken und die Zahl der ROMs 
reduzieren. 
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Lebensspanne und 
Stoffwechsel bei 
Fadenwürmern 


Durch Untersuchungen an dem Nematoden Caeno- 
rhabditis elegans konnte man feststellen, welche Rolle 
der Stoffwechsel und die Ernährung beim Altern 
spielen. Normalerweise erreicht dieser Fadenwurm 
ein Alter von zwei bis drei Wochen. Es sind mehrere 
Mutationen bekannt, durch die sich die Lebensspan- 
ne des Nematoden verlängert und/oder der Eintritt 
in das Stadium der sogenannten Dauerlarve, das 
dem Überdauern ungünstiger Lebensbedingungen 


dient, ausgelöst wird (Abb. 20.6). Normalerweise 
durchlaufen diese Nematoden vor dem Adultstadium 
vier Larvenstadien. Bei Nahrungs- oder Wasserman- 
gel gehen sie in das Dauerstadium über. Als Schutz 
vor Austrocknung bilden sie eine dickere Cuticula; 
Mund und After werden verschlossen, sodass kei- 
ne Nahrungsaufnahme möglich ist. Die Dauerlarve 
nimmt keine Nahrung auf und bewegt sich nicht, 
bis sie durch Reize wie Nahrung und Wasser stimu- 
liert wird. Einige Mutationen der Gene daf-2 und 
age-1 induzieren den Übergang zur Dauerlarve. Viele 
dieser Mutationen sind temperatursensitiv, d.h. die 
Mutation wird nur bei höheren Temperaturen in 
vollem Umfang exprimiert. Andere Mutationen an 
daf-2 oder age-1 verlängern die Lebensspanne um 


a 
L1 L2 L3 L4 
— Nahrung + Nahrung 
— Wasser + Wasser 
Dauerlarve 
(ca. 6 Monate) 
Adultstadium 
ca. 1 mm 
(Lebensdauer 2-3 Wochen) 
b Daf-2 oder Age-1 J 
ia permissive Dauerlarve 
L2 Temperatur 
c Daf-2 oder Age-1 j J 
= restriktive LA 
L2 Temperatur 


L3 


Adultstadium 
(Lebensdauer bis zu 2 Monate) 


20.6 Auswirkungen der Gene daf-2 und age-1 auf Lebensspanne und Ruhezustand von C. elegans 

a Normale Nematoden durchlaufen vor dem Adultstadium vier Larvenstadien und leben unter Normalbedingungen etwa 
zwei bis drei Wochen. Sind die Larven des Stadiums L2 Hunger ausgesetzt, so können sie bis zu sechs Monate als Dauer- 
larven überstehen. b Durch einige Mutationen an daf-2 oder age-7 treten die Würmer unabhängig von ihrem Ernährungs- 
zustand in das Dauerlarvenstadium ein. c Andere daf-2- oder age-1-Mutationen lösen nicht das Dauerlarvenstadium aus, 


verlängern aber die Lebensspanne. 
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bis zu zwei Monate, ohne ein Dauerlarvenstadium zu 
induzieren. 

Die Proteine Daf-2 und Age-1 regulieren beide die 
Stoffwechselrate (Abb. 20.7). Sequenzdaten zufolge 
codiert age-1 bei dem Fadenwurm für ein Homolo- 
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Bindung von Insulin bewirkt die 
Phosphorylierung der intrazellulären Domäne 


HRAN Ling piri 2 an 


ens 


UZANAN: 


Aktivierung von IRS-1 


IRS-1 
IRS-1-P 


Aktivierung von PI-3-Kinase 
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PI-3-Kinase 


PIP, PIP, 


gon der katalytischen Untereinheit der Phosphatidyl- 
inositol-3-Kinase (PI3K), und daf-2 codiert für ein 
Homologon des Insulinrezeptors. Die Homologa die- 
ser beiden Proteine bei Säugetieren sind an der Insu- 
linsignalübertragung beteiligt (s. Kap. 19). Ist dieser 


<— insulinähnliches 
O Molekül 


insulinähnliches Molekül bindet an Daf-2 
und aktiviert die intrazelluläre Domäne 


Aktivierung von Age-1 


20.7 Insulinsignalübertragung beim Menschen und bei C. elegans 

a Bei Bindung von Insulin an den menschlichen Insulinrezeptor wird die intrazelluläre Domäne durch Phosphorylierung ak- 
tiviert. Die Phosphatgruppe wird über IRS-1 auf Pl-3-Kinase übertragen (s. Kap. 19); diese wandelt das Lipidmolekül Phos- 
phatidylinositol-3,4-bisphosphat (PIP,) durch Übertragung einer Phosphatgruppe in Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat 
(PIP,) um. PIP, löst die intrazelluläre Reaktion auf Insulin aus. b Bei Fadenwürmern bindet das Daf-2-Protein an ein insulin- 
ähnliches Molekül und aktiviert das Age-1-Protein. Dieses Protein ähnelt der PI-3-Kinase von Säugetieren. 
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Übertragungsweg beim Menschen beeinträchtigt, 
entwickelt sich Typ-2-Diabetes („Altersdiabetes“). 
Die Mutationen der Gene daf-2 und age-1 bei dem 
Fadenwurm blockieren das vom insulinähnlichen 
Rezeptor (engl. insulin-like receptor) übertragene Sig- 
nal. Analog zum System beim Menschen wirken sich 
die Mutationen bei dem Wurm vermutlich auf den 
Glucosespiegel aus, verringern die Stoffwechselrate 
und verlängern somit die Lebensspanne. Gestützt 
wird dies durch die Beobachtung, dass daf-2- und 
age-1-Würmer geringere Stoffwechselraten als Wild- 
typwürmer und eine höhere Resistenz gegen Oxidati- 
onsschäden zeigen. 

Einige andere Mutationen verlängern ebenfalls 
die Lebensspanne von C. elegans. Den betroffenen 
Genen hat man die Bezeichnungen clk und gro gege- 
ben (für engl. clock bzw. growth rate - aufgrund der 
anomalen Funktion biologischer Uhren und der ano- 
malen Wachstumsrate). Diese Mutationen verlängern 
die Embryonalentwicklung und die postembryonale 
Entwicklung des Fadenwurmes und damit letztend- 
lich dessen Lebensspanne. Der gesamte Entwick- 
lungsprozess verläuft mit Verzögerung. Im Gegensatz 
zu den Mutationen von daf-2 und age-1 zeigen die 
von clk oder gro absolut keine Auswirkungen auf die 
Bildung der Dauerlarven. Das engste Homologon 
von CLK-1 ist ein Hefeprotein, das an der Regula- 
tion des Wachstums beteiligt ist. Es ermöglicht den 
Zellen, von einer fermentierbaren Kohlenstoffquelle 
wie Glucose auf eine nichtfermentierbare umzustei- 
gen. Das Hefeprotein kontrolliert die Synthese des an 
der mitochondrialen Atmung beteiligten Elektronen- 
überträgers Ubichinon. Erneut ist die Ursache für die 
Verlängerung der Lebensspanne von C. elegans eine 
veränderte Stoffwechselrate. Die Mitochondrien von 
clk-Mutanten setzen geringere Mengen reaktiver Sau- 
erstoffmetaboliten frei, sodass der Alterungsprozess 
verlangsamt wird. 


Die Gene daf-2 und age-1 codieren bei C. elegans 
für Proteine, die Proteinen des Insulinstoffwechsels 
ähneln. Mutationen dieser Gene bewirken eine 
verlängerte Lebensspanne der Fadenwürmer oder 
den Eintritt in das Dauerlarvenstadium. Dadurch 
kann sich die Lebensspanne erhöhen, weil die 
Mutationen die Stoffwechselrate des Nematoden 
herabsetzen. 

Mitochondrien der c/k-Mutanten von C. elegans 
setzen geringere Mengen reaktiver Sauerstoffme- 
taboliten frei, sodass die einzelnen Entwicklungs- 
stadien der Fadenwürmer jeweils länger dauern als 
normal. 


Sirtuine, Histonacetylierung 
und Lebensspanne bei Hefe 


Obwohl es sich bei Hefe um einen einzelligen Euka- 
ryoten handelt, kann man bei ihr zwei verschiedene 
Formen des Alterns beobachten: replikatives Altern 
und chronologisches Altern. Replikatives Altern be- 
trifft sich teilende Zellen und wird anhand der Zahl 
der Tochterzellen bemessen, die eine Mutterzelle her- 
vorbringen kann. Chronologisches Altern wird durch 
Nährstoffmangel ausgelöst. Wie lange eine Zelle le- 
ben kann, ohne sich zu teilen, bestimmt ihr chrono- 
logisches Alter. 

Auf das Altern bei Hefe wirkt sich das Sir2-Pro- 
tein aus, ein Vertreter der Sirtuinfamilie von Histon- 
Deacetylasen. (Es sei daran erinnert, dass die Gen- 
expression bei Eukaryoten eine Umgestaltung der 
Nucleosomen beinhaltet, die wiederum vom Ausmaß 
der Histonacetylierung beeinflusst wird.) Hefezellen, 
denen Sir2 fehlt, zeichnen sich durch eine längere 
chronologische Lebensspanne aus, durch eine ge- 
ringere Mutationsrate der DNA sowie durch eine 
erhöhte Resistenz gegenüber Stressbedingungen wie 
Hitzeschock und oxidativen Stress. Das Homolo- 
gon zu Sir2 bei Säugetieren, SirT1, kontrolliert den 
Glucose- und Fettstoffwechsel. Säugetierzellen ohne 
das sirtl-Gen überleben in Kultur länger, transgene 
Mäuse ohne dieses Gen haben einen geringeren Kör- 
perfettgehalt und werden älter. Sir2 ist also in die be- 
reits beschriebenen Reaktionen zur Einschränkung 
der Kalorienzufuhr verwickelt. 


NH2 


20.8 Sirtuininhibitoren 

Mehrere auf dem Indolring basierende Verbindungen 
wurden mittels Hochdurchfluss-Screening (engl. high- 
throughput screening) als potenzielle Sirtuininhibitoren 
identifiziert. Der Indolkern besteht aus einem Benzolring, 
fusioniert mit einem fünfgliedrigen stickstoffhaltigen Ring. 
Als Seitenkette bzw. Rest (R) kommen bei den verschiede- 
nen Vertretern H, CH, oder CI vor. 
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Exkurs 20.1 


Biotechnologische Tipps für ein längeres Leben 


Zwar kann der Mensch seine Lebensspanne nicht durch 
das Ausschalten von Genen verlängern, es bieten sich 
aber verschiedene weniger drastische Maßnahmen an, 
welche die Chancen auf ein längeres Leben erhöhen. 

Man sollte weniger essen und dadurch insgesamt die 
Produktion reaktiver Sauerstoffmetaboliten, die Anrei- 
cherung von Fetten in Blutgefäßen und andere Probleme 
verringern. Bei Tieren hat sich bei einer eingeschränkten 
Ernährung eine signifikante Verlängerung der Lebens- 
dauer ergeben. Menschen mit Übergewicht haben hinge- 
gen eine geringere Lebenserwartung. 

Man sollte mehr Antioxidantien zu sich nehmen, um 
dadurch die reaktiven Sauerstoffmetaboliten zu bekämp- 
fen. Leuchtend gefärbtes Obst und Gemüse enthält ge- 
wöhnlich hohe Mengen davon, ebenso Kaffee, dunkle 
Schokolade und Rotwein. Man kann auch violette Kar- 


Als potenzielle Medikamente gegen das Altern 
werden nun Inhibitoren der Sirtuine entwickelt. 
Eine der daran beteiligten Biotechnologiefirmen ist 
Elixir Pharmaceuticals. Sie haben als spezifische 
und potente Sirtuininhibitoren eine Reihe modi- 
fizierter Indole entwickelt (Abb. 20.8). Sirtuine 
entfalten ihre Wirkung durch Übertragung einer 
Acetylgruppe vom Histon auf NAD, wodurch O- 
Acetyl-ADP-ribose plus Nicotinamid entstehen. Die 
auf Indolen beruhenden Sirtuininhibitoren binden 
nach Freisetzung des Nicotinamids und verhindern 
die Freisetzung des Histons und der O-Acetyl-ADP- 
ribose. 


Sirtuine sind Deacetylasen, die Acetylgruppen von 
Histonen abspalten. Sind diese Proteine defekt, 
verlängert sich die Lebensspanne von Hefezellen, 
kultivierten Säugetierzellen und Mäusen. 


Apoptose ist programmierter 
Zelltod 


Haben Sie sich jemals gefragt, was mit dem Schwanz 
einer Kaulquappe passiert, wenn sie sich in einen 
Frosch umwandelt, oder mit all den zusätzlichen 
weißen Blutkörperchen, wenn man eine Infektion 
überstanden hat? Was passiert mit seneszenten Zel- 


toffeln und andere außergewöhnlich gefärbte Sorten be- 
kannter Gemüse ausprobieren. 

Man sollte in Maßen Alkolhol trinken - Menschen, die 
zwei bis drei Gläser pro Tag trinken (bei Frauen eines bis 
zwei) leben länger als Abstinenzler und starke Trinker. 
Einer Hypothese zufolge wirkt Alkohol ganz einfach als 
Lösungsmittel und trägt dazu bei, Fettablagerungen in 
den Blutgefäßen aufzulösen. Andere Hypothesen gehen 
davon aus, dass auch komplexe regulatorische Effekte 
auf den Stoffwechsel eine Rolle spielen (was bislang aber 
nicht nachgewiesen ist). 

Man sollte sich ein Haustier zulegen. Selbst nicht- 
transgene Katzen und Hunde senken den Blutdruck ihrer 
Besitzer. (Das wurde tatsächlich direkt gemessen - und 
ist echte Wissenschaft, kein Großstadtmythos!) 


len, die geschädigt sind und nicht mehr repariert 
werden können? 

An all diesen Vorgängen ist die sogenannte Apo- 
ptose beteiligt, der programmierte Zelltod. Der 
Schwanz und die Schwimmhäute der Kaulquappen 
fallen nicht einfach ab. Vielmehr macht jede Zelle 
des Schwanzes einen programmierten Zelltod durch. 
Dadurch können sämtliche Proteine, Lipide und Nu- 
cleotide der Wiederverwendung zugeführt werden. 
Wenn ein Mensch krank wird, produziert sein Im- 
munsystem zur Abwehr der Infektion neue Zellen. 
Würden diese zusätzlichen Zellen nach erfolgreicher 
Bekämpfung der Infektion einfach platzen und ab- 
sterben, müsste der Körper ein ziemliches Durchein- 
ander beseitigen. Stattdessen aber aktivieren die Zel- 
len Gene, die ein kontrolliertes, gezieltes Todespro- 
gramm initiieren. Die Apoptose erfolgt in geregelter 
Weise, jeder Schritt dieses Prozesses wird von Genen 
gesteuert. Nur wenige oder gar keine Cytoplasmabe- 
standteile werden freigesetzt. Sämtliche Uberbleibsel 
werden von benachbarten Zellen aufgenommen und 
alle Bestandteile werden wiederverwertet. 

Während der Apoptose durchlaufen die abster- 
benden Zellen einen morphologisch eindeutigen, 
deutlich erkennbaren Prozess. Zum ersten Mal be- 
schrieben wurde dieser 1972, aber erst in den letz- 
ten zehn Jahren hat man ihn genetisch analysiert. 
Zunächst beginnt die Zellmembran Bläschen zu 
bilden, die sich auswölben (Abb. 20.9). Der Zell- 
kern schrumpft, kondensiert und zerfällt in kleinere 
Fragmente. Schließlich schrumpft die gesamte Zelle, 
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a) Zellkern zerfällt 
b) Caspasen werden aktiv 
c) DNA zerfällt 


Apoptosekörpern 


20.9 Apoptose 


Zu Beginn der Apoptose schrumpft die Zelle, und das Chromatin kondensiert. Anschließend werden die Fragmente des 
Zellkerns und andere zelluläre Bestandteile durch Enzyme abgebaut, die man Caspasen nennt. Zum Schluss werden die 
kondensierten Apoptosekörper von Makrophagen aufgenommen. 


und es bilden sich große kondensierte Fragmente, 
die man als Apoptosekörper bezeichnet. Andere 
Zellen nehmen diese durch Phagocytose auf und 
beseitigen so die Überreste. Die Proteine, Lipide 
und Nucleinsäuren werden gespalten und wieder- 
verwertet. 

Apoptose unterscheidet sich deutlich von an- 
deren Formen des Zelltods. Bei Beschädigung von 
Zellen durch äußere Verletzungen, Sauerstoffmangel 
oder unzureichende Energieversorgung sterben Zel- 


len durch Nekrose ab. Nekrotische Zellen schwel- 
len an, weil ihr osmotisches Gleichgewicht gestört 
ist. Ihre Proteine werden denaturiert und abgebaut. 
Schließlich platzt die Zelle und stirbt. Nekrose ist 
eine sehr chaotische Form des Zelltods und löst häu- 
fig eine Immunreaktion aus. Gegenüber diesen For- 
men des Zelltods hat die Apoptose viele Vorteile. Das 
schrittweise ablaufende Programm ermöglicht den 
Zellen, falls notwendig, den Prozess anzuhalten. Zu- 
dem ändert sich durch das Endresultat nicht die Phy- 
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siologie des gesamten Organismus. Bei der Nekrose 
können die platzenden Zellen erhebliche Schäden an 
benachbarten Geweben anrichten und die Situation 
so noch verschlimmern. Das Immunsystem muss das 
Chaos beseitigen, die Gewebe müssen repariert und 
ersetzt werden. Im Gegensatz dazu löst die Apoptose 
keine Immunantwort aus, sofern die Zellen nicht als 
Reaktion auf eine Infektion durch Viren oder Bakte- 
rien absterben. 


Apoptose ist ein organisierter und effizienter Vor- 
gang des Zelltods. 


An der Apoptose ist eine 
proteolytische Kaskade 
beteiligt 


Der erste gut dokumentierte Fall einer Apoptose 
wurde an dem Nematoden Caenorhabditis elegans 
beobachtet. Dieser kleine Fadenwurm lebt norma- 
lerweise im Boden und ernährt sich von Boden- 
bakterien. In der Entwicklungsgenetik dient er als 
Modellorganismus, weil er problemlos zu halten ist, 
vier Entwicklungsstadien aufweist und zudem durch- 
scheinend ist. Mithilfe eines speziellen Mikroskops, 
des Nomarski- oder Differenzial-Interferenzkont- 
rastmikroskops, kann man jede Zelle von C. elegans 
sichtbar machen (Abb. 20.10). Mittels dieser Technik 
konnten Wissenschaftler jede Zellteilung von der ein- 
zelligen Eizelle bis zum adulten Tier genau verfolgen. 
C. elegans bildet im Laufe seiner Entwicklung 1090 
Zellen, der adulte Fadenwurm besteht jedoch ledig- 
lich aus 959 Zellen - die anderen 131 Zellen sterben 
durch Apoptose ab. 

Man identifizierte zahlreiche mutierte Nemato- 
den, bei denen die Zahl der Zellen bei den Adulten 
mehr oder weniger als 959 betrug, wie beim Wild- 
typ üblich. Bislang konnten vier Gene charakterisiert 
werden, die an der aberranten Apoptose beteiligt 
sind. Drei davon sind ced-3, ced-4 und ced-9 („ced“ 
steht für engl. cell death abnormal - anomaler Zell- 
tod), das vierte ist egl-1 (für engl. egg laying defective 
- gestörte Eiablage). Wenn die Gene ced-3, ced-4 oder 
egl-1 defekt sind, besteht ein adulter Fadenwurm aus 
mehr als 959 Zellen. Also initiieren diese Gene das 
Apoptoseprogramm oder bewirken seine Durchfüh- 
rung. Ist das Gen ced-9 schadhaft, sind weniger als 


20.10 Differenzial-Interferenzkontrastaufnahme 
eines adulten Caenorhabditis elegans 

Das Nomarski-Interferenzkontrastmikroskop verwandelt 
Dichteunterschiede in Kontrastunterschiede und ergibt 
ein plastisches Bild, das wie ein dreidimensionales Relief 
wirkt. Die Technik eignet sich besonders zur Visualisie- 
rung von Geweben, die aus mehreren Zellschichten be- 
stehen. Mit freundlicher Genehmigung von Jill Bettinger, 
Virginia Commonwealth University, Richmond, VA. 


959 Zellen vorhanden; das deutet darauf hin, dass 
mehr Apoptose als normal stattgefunden hat. Das 
Protein CED-9 inhibiert also die Apoptose. 

Die CED- und EGL-Proteine sind Bestandteile 
einer Kaskade, die den Zelltod auslést. Genauer ge- 
sagt aktiviert ein Protein das nachste Protein und 
dieses wiederum weitere Proteine. Anhand von gene- 
tischen und biochemischen Experimenten hat man 
folgendes Modell fiir die Apoptose bei C. elegans 
erstellt (Abb. 20.11). Die drei CED-Proteine bilden 
einen inaktiven Komplex in der Membran der Mito- 
chondrien. Ein Signal von den Zellen der Umgebung 
aktiviert die Synthese des Proteins EGL-1. EGL-1 
bindet an CED-9 und löst es von dem Komplex ab. 
Dadurch wird CED-4 aktiviert, eine Protease, die 
spezifisch eine kleine inhibitorische Domäne vom 
Ende von CED-3 abspaltet. Aktiviertes CED-3 bil- 
det ein Heterotetramer aus zwei kleinen und zwei 
großen Domänen. Dieses verdaut wiederum ver- 
schiedene zelluläre Proteine durch Spaltung nach 
Asparaginsäureresten. Diese Enzymform bezeichnet 
man als Caspase (für engl. cysteinyl-aspartate specific 
protease) (s. Exkurs 20.2). CED-3 spaltet nach seiner 
Aktivierung inhibitorische Domänen von anderen 
Proteasen, Nucleasen und anderen Caspasen ab und 
bewirkt so die Ausführung des Apoptoseprogramms. 
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Exkurs 20.2 


Caspasen 


Caspasen sind Proteasen, die ihre Zielproteine nach be- 
stimmten Asparaginsäureresten spalten. Die Spezifität 
ergibt sich durch das Erkennen der vier Aminosäurereste, 
die auf die Asparaginsäure folgen. Man kennt viele ver- 
schiedene Caspasen. Sie wurden während der Evolution 
in hohem Maße konserviert und finden sich bei Säugetie- 
ren, Fliegen, Nematoden und selbst bei Süßwasserpoly- 
pen (Hydra). Wissenschaftler schreiben ihnen eine zent- 
rale Rolle zu, weil sie bei der Apoptose das Todesurteil 
vollziehen. Tatsächlich lässt sich durch eine Hemmung 
der Caspasen die Apoptose verhindern. 

Man nimmt an, dass Caspasen ihre Funktion in Form 
von Heterotetrameren erfüllen, also einer Aggregation 
von vier Domänen (Abb. A). Die meisten Caspasen von 
Säugetieren bestehen aus zwei p20-Domänen und zwei 
p10-Domänen. Die p20-Domäne enthält das aktive Zen- 
trum des Enzyms. Daher kann jede aktive Caspase zwei 
verschiedene Proteine gleichzeitig spalten. Die inaktive 
Form einer Caspase enthält drei unterschiedliche Domä- 
nen: die Prodomäne, die das aktive Zentrum blockiert, 
eine p20-Domäne und eine p 10-Domäne. 

Caspasen können auf drei Wegen aktiviert werden 
(Abb. B). Für die erste Methode ist eine weitere, zuvor 
aktivierte Caspase erforderlich; sie spaltet zwischen der 
Prodomäne und p20 sowie zwischen p20 und p10. Nach 
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Monomer 


A Aktive Caspasen sind 
Heterotetramere 

Caspasen liegen normalerweise 
als inaktive Monomere mit drei 
Domänen vor: der Prodomäne, 
welche die Aktivität inhibiert, 
der p10-Domäne und der p20- 
Domäne mit dem aktiven Zent- 
rum. Nach Entfernen der Prodo- 
mane lagern sich zwei p10- und 
zwei p20-Domänen zu einem 
Heterotetramer zusammen. 
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Spaltung der beiden Moleküle lagern sich die p20- und 
p10-Domänen zu ihrer endgültigen Struktur zusammen. 
Die zweite Methode der Caspasenaktivierung erfolgt über 
eine Selbstassoziation. Wenn beispielsweise drei Mo- 
leküle Caspase-8 trimerisieren, spaltet eine Caspase-8 
ihren Nachbarn. Wurden zwei Moleküle der Triade ge- 
spalten, dissoziieren sie vom dritten und bilden das He- 
terotetramer. Dieser Mechanismus dient zur Aktivierung 
der Caspasekaskade beim Todesrezeptorweg der Apop- 
tose (s. weiter unten). An der dritten Methode sind spe- 
zifische regulatorische Proteine beteiligt, bei denen es 
sich nicht um Caspasen handelt. Wenn sich im Laufe der 
Apoptose in den Mitochondrien das Apoptosom bildet (s. 
weiter unten), binden die beiden regulatorischen Proteine 
Apaf-1 und Cytochrom c daran und initiieren die Spaltung 
von Caspase-9. 

Beim Menschen gibt es mehr als ein Dutzend ver- 
schiedene Caspasen, die jeweils ihre eigenen spezifi- 
schen Ziele haben. Teilweise werden sie durch Spal- 
tung der Zielproteine inaktiviert. In einigen Fällen wird 
durch die Spaltung ein Teil des Proteins freigesetzt, der 
eine neue Funktion erfüllt. In anderen Fällen spalten 
die Caspasen eine inhibitorische Domäne von einem 
inaktiven Protein ab und setzen dadurch die aktive 
Form frei. 
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als Caspasen können ebenfalls 
die Prodomäne von inaktiven Cas- 
pasemonomeren abspalten. 
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20.11 Programmierter Zelltod bei C. elegans 

In der Membran der Mitochondrien von C. elegans be- 
findet sich ein inaktiver Komplex aus CED-9, ProCED-3 
und Dimeren von CED-4. Nach Auslösen der Apoptose 
bindet das Protein EGL-1 an CED-9 und setzt CED-4 und 
ProCED-3 frei. Daraufhin bilden sich Tetramere von CED-4 
und spalten die inhibitorische Domäne von ProCED-3 ab. 
Das aktivierte CED-3 ist das zentrale Enzym: Es aktiviert 
die übrigen Caspasen und sorgt für die Durchführung des 
Apoptoseprogramms. 


C. elegans bildet im Laufe seiner Entwicklung 
mehr Zellen, als schließlich beim adulten Faden- 
wurm vorhanden sind. Diese überzähligen Zellen 
sterben durch Apoptose ab. 

Die CED- und EGL-Proteine von C. elegans 
sind Bestandteile einer Kaskade, die den Zelltod 
auslöst. Bei CED-3 und CED-4 handelt es sich um 
spezielle, als Caspasen bezeichnete Proteasen, die 
bei der Apoptose als entscheidende Regulatoren 
fungieren. 


Apoptose bei Säugetieren 


Durch einen Vergleich der Genomsequenz von C. ele- 
gans mit der von Maus und Mensch konnte man bei 
Säugetieren zahlreiche homologe Gene zu den Apop- 
tosegenen des Fadenwurmes entdecken. Da Apoptose 
beim Menschen während der gesamten Entwicklung 
und im Erwachsenenalter vorkommt, sind hier sehr 
viel mehr Proteine und Regulatoren mit der Apopto- 
se assoziiert als bei Nematoden. Es gibt mehr als 15 
Caspasen mit unterschiedlicher Gewebespezifität und 
Funktion. Weiterhin besitzen Säugetiere mehr als 20 
Proteine, die CED-9 ähneln. Welche Rolle genau die 
an der Apoptose bei Säugetieren beteiligten Proteine 
spielen, muss erst noch erforscht werden. 

In Säugetierzellen kann eine Apoptose auf zwei 
Wegen ausgelöst werden (Abb. 20.12). Bei den Cas- 
pasen laufen diese Wege schließlich zusammen. Einer 
dieser Wege trägt die Bezeichnung Todesrezeptorweg 
(engl. death receptor pathway), denn das Todessignal 
entsteht an einem Rezeptorprotein an der Zellober- 
fläche, dem Todesrezeptor. An die extrazelluläre Do- 
mäne dieses Rezeptors bindet ein externes Signal- 
molekül. Der Rezeptor überträgt das Signal an seine 
intrazelluläre Domäne und rekrutiert dann verschie- 
dene interne Proteine zur Membran. Dadurch wer- 
den letztendlich die Caspasen aktiviert. Der andere 
Weg ist der mitochondriale Weg (engl. mitochondrial 
death pathway). Dieser wird gewöhnlich durch eine 
intrazelluläre Katastrophe ausgelöst, etwa durch irre- 
parable DNA-Schäden. Diese aktivieren Proteine in 
den Mitochondrien, die verschiedene Effektormole- 
küle zur Aktivierung der Caspasen freisetzen. 

Der Todesrezeptorweg kann unabhängig vom 
mitochondrialen Weg funktionieren, häufig werden 
jedoch beide Wege gleichzeitig aktiviert. An den To- 
desrezeptor binden recht vielfältige Signalmolekiile, 
deren biologische Bedeutung in den meisten Fällen 
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20.12 Aktivierung der Apoptose 

Bei Säugetieren kann die Apoptose auf zwei verschiede- 
nen Wegen aktiviert werden. Ein externes Todessignal 
(oder Todesfaktor) kann an einen Zelloberflächenrezeptor 
binden und ein intrazelluläres Signal zur Aktivierung der 
Caspasen auslösen. Interne Signale wie massive DNA- 
Schäden können in den Mitochondrien ebenfalls eine Sig- 
nalkaskade auslösen, welche die Caspasen aktiviert. 


noch nicht bekannt ist. Am besten verstanden ist 
CD95, auch als Fas-Ligand bezeichnet (Abb. 20.13). 
Hierbei handelt es sich um ein umfangreich gly- 
kosyliertes Zelloberflächenprotein von Immunzel- 
len. Die Bindung von CD95 an seinen Rezeptor auf 
der Zielzelle (den CD95-Rezeptor, CD95R) bewirkt 
eine Trimerisierung des Rezeptors. Die intrazelluläre 
Domäne jedes Rezeptors wird durch die Nähe zu 
den anderen aktiviert. Der aktivierte CD95R rek- 
rutiert einen Proteinkomplex mit der Bezeichnung 
DISC (für engl. death-inducing signaling complex 
- „todinduzierender Signalkomplex“) zur Zellmemb- 
ran. Eine der Komponenten des DISC ist Caspase-8, 
die ihre eigene Prodomäne abspaltet und dabei die 
aktive Form freisetzt (s. Exkurs 20.2). Das Hauptziel 
für Caspase-8 ist Caspase-3, die direkt homolog zu 
CED-3 bei C. elegans ist. Ist Caspase-3 in Säugetier- 
zellen erst einmal aktiviert, gibt es kein Zurück mehr: 
Die Zelle stirbt durch Apoptose ab. 

Der mitochondriale Weg wird im Allgemeinen 
durch interne Reize wie irreparable Zellschäden 
aktiviert. Die Signale laufen bei einer Familie mi- 
tochondrialer Proteine zusammen, die nach ihrem 
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20.13 Der Todesrezeptorweg 

Ein externes Signalmolekül namens CD95 kann den Zell- 
tod auslösen. Wenn drei Moleküle CD95 an den CD95- 
Rezeptor binden, bilden die drei Rezeptoren gemeinsam 
einen Komplex, der die intrazellulären Domänen aktiviert. 
Dann bindet der DISC-Komplex an den Rezeptor. Die 
entscheidende Komponente von DISC ist Caspase-8. Bei 
Assoziation von drei Molekülen Caspase-8 werden die Pro- 
domänen abgespalten, und die verbleibenden Domänen 
bilden ein Heterotetramer. Dieses aktiviert Caspase-3, die 
wiederum die Aktivierung weiterer Caspasen bewirkt. 
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Gründungsmitglied Bcl-2 benannt ist; dieses wurde 
erstmals bei einem B-Zell-Lymphom identifiziert. 
Bcl-2 ist homolog zum CED-9-Protein von C. elegans. 
Anders als C. elegans, der nur ein einzelnes Protein 
dieser Klasse aufweist, besitzen Säugetiere eine Fa- 
milie aus vielen Proteinen. Einige davon induzieren 
die Apoptose, andere hingegen schützen die Zellen 
vor Apoptose. Die Vertreter der Bcl-2-Familie sind 
als Dimere aktiv. Die relative Zahl jedes Proteins im 
dimerisierten Zustand steuert den mitochondrialen 
Weg (Abb. 20.14). Liegen mehr Dimere von Bcl-2 vor, 
was der Apoptose entgegenwirkt, dann stirbt die Zelle 
nicht ab. Sind jedoch mehr Dimere von Bax vorhan- 
den, einem Mitglied der Proteinfamilie, das die Apop- 
tose fördert, kommt es zum Absterben der Zelle. 

Bei Eintreffen eines Pro-Apoptose-Signals, ermög- 
licht ein Apoptose-aktivierendes Mitglied der Bcl/ 
Bax-Familie das Austreten von Cytochrom c (Cyt c) 
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20.14 Bax/Bcl-2-Kontrolle der Apoptose 

Das Verhaltnis der Dimere, welche die Apoptose aktivie- 
ren (Bax) beziehungsweise vor Apoptose schützen (Bcl-2), 
kontrolliert, ob die Zellen durch Apoptose absterben. 


aus den Mitochondrien durch Poren in der äußeren 
Membran (Abb. 20.15). Nach der Freisetzung indu- 
ziert Cyt c die Bildung des Apoptosoms, das ist 
ein Signalkomplex aus Cyt c, Caspase-9 und Apaf-1. 
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20.15 Der mitochondriale Weg der Apoptose 
Schwere Schäden an der DNA bilden das Signal für eine 
Zunahme von Bax/Bax-Dimeren. Diese formen einen Ka- 
nal, durch den Cytochrom c aus den Mitochondrien aus- 
treten kann. Cytochrom c bindet an Apaf-1 und induziert 
eine Konformationsänderung. Aktiviertes Apaf-1 lagert 
sich zu einem Heptamer zusammen, das an Pro-Caspa- 
se-9 bindet und deren Prodomäne abspaltet. Aktivierte 
Caspase-9 aktiviert Caspase-3, und die übrigen Caspasen 
vollstrecken das Todesurteil. 
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Apaf-1 ist das homologe Säugetierprotein zu CED-4 
von C. elegans, und Caspase-9 entspricht CED-3. 
Während jedoch CED-4 durch CED-9 blockiert wird, 
weist Apaf-1 eine autoinhibitorische Domäne auf, 
die Teil des Apaf-1-Proteins selbst ist. Zudem bildet 
CED-4 bei Aktivierung ein Tetramer, Apaf-1 dagegen 
ein Heptamer (Abb. 20.15). Das Apaf-1-Heptamer im 
Apoptosom aktiviert Caspase-9 und diese wiederum 
- wie im Todesrezeptorweg - Caspase-3. 


Die Apoptose wird über zwei verschiedene Wege 
aktiviert, über den Todesrezeptorweg und den mi- 
tochondrialen Weg. 

Beim Todesrezeptorweg bindet CD95 (Fas- 
Ligand) an seinen Rezeptor CD95R, der sich mit 
zwei weiteren aktivierten CD95Rs zusammenlagert. 
Die intrazellulären Domänen aktivieren den DISC- 
Komplex, der wiederum Caspase-3 aktiviert. 

Das Verhältnis von Dimeren, welche die Apoptose 
aktivieren (Bax), und solchen, die vor Apoptose 
schützen (Bcl-2) kontrolliert, ob Zellen über den mi- 
tochondrialen Weg absterben. Das Pro-Apoptose- 
Signal löst die Freisetzung von Cytochrom c aus 
den Mitochondrien aus. Cytochrom c bindet an 
Apaf-1 und Caspase-9 und bildet das Apoptosom. 


Exekutionsphase der 
Apoptose 


Durch Aktivierung von CED-3 bei C. elegans und 
Caspase-3 beim Menschen wird die Zelle zur Apop- 
tose verurteilt. Diese wird über eine Caspasekaskade 
ausgeführt. Eines der bekannteren Ziele bildet CAD 
- für Caspase-aktivierte DNase -, eine Nuclease, 
die Kern-DNA zwischen den Nucleosomen spaltet 
(Abb. 20.16). Die DNA-Fragmente sind etwa 180 Ba- 
senpaare lang - das entspricht der Länge der um ein 
Nucleosom gewundenen DNA. Wenn Wissenschaft- 
ler feststellen möchten, ob sich eine Zelle im Prozess 
der Apoptose befindet, isolieren sie die genomische 
DNA und analysieren die Größe der Fragmente. 
Liegt die DNA in Mehrfachen von ungefähr 200 Ba- 
senpaaren Länge vor, so kann man daraus schließen, 
dass sich die Zelle in der Apoptose befand. 

Caspasen haben noch zahlreiche andere Substrate. 
Proteine, welche die Kernstruktur aufrechterhalten, 
werden gespalten, sodass der Kern schrumpft und 
in kleine Fragmente zerfällt. Das Cytoskelett wird 
gespalten, und die Zellarchitektur löst sich auf und 
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20.16 CAD spaltet Kern-DNA während der Apoptose 
Eines der Ziele von Caspasen ist CAD, die das Chromatin 
des Zellkerns verdaut. Da um jedes Nucleosom ungefähr 
200 Basenpaare gewunden sind und CAD nur zwischen 
diesen Partikeln spaltet, liegt die DNA einer apoptotischen 
Zelle in Mehrfachen von 200 Basenpaaren Länge vor. Iso- 
liert man genomische DNA aus einer Zelle in der Apoptose 
und führt eine Agarosegelelektrophorese durch, so bildet 
die DNA eine Leiter. 
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verdichtet sich. Andere Organellen werden verdaut 
und verlieren ebenfalls ihre Struktur. Zurück bleiben 
kleine kompakte Granula aus zellulärem Material, die 
sogenannten Apoptosekörper. 


Während der Exekutionsphase spalten Caspasen 
Zellbestandteile wie Chromatin, die Kernarchitek- 
tur, das Cytoskelett und Organellen. 


„Leichenbeseitigung“ bei 
der Apoptose 


Die Apoptosekörper werden durch Phagocytose be- 
seitigt. Bei C. elegans nehmen benachbarte Zellen die 
Apoptosekörper auf, bei Säugetieren ist die Situation 
komplexer. In einigen wenigen Bereichen des Kör- 
pers nehmen ebenfalls benachbarte Zellen die Apop- 
tosekörper auf. In den meisten Fällen werden sie 
jedoch von Makrophagen inkorporiert (Abb. 20.17). 
Makrophagen sind Zellen des Immunsystems, deren 
primäre Aufgabe darin besteht, sämtliche Fremd- 
körper wie eindringende Bakterien zu beseitigen. 
Normalerweise rekrutieren Makrophagen andere 
Immunzellen an die Infektionsstelle. Bei der Beseiti- 
gung von Apoptosekörpern rekrutieren sie allerdings 
keine anderen Immunzellen - sie können diese also 
von fremden Eindringlingen unterscheiden. 

Wie wissen die Makrophagen, dass für die Apop- 
tosekörper keine Immunantwort erforderlich ist? Bei 
der Aufnahme von Bakterien sezernieren die Makro- 
phagen normalerweise lösliche Proteine und rekru- 
tieren dadurch andere Immunzellen. Offenbar haben 
die Apoptosekörper auf ihrer Oberfläche Moleküle, 
welche die Makrophagen zwar veranlassen sie aufzu- 
nehmen, allerdings ohne dabei Immunsignalfakto- 
ren freizusetzen. Die Zahl und Mechanismen dieser 
„Nimm mich auf“-Rezeptoren sind recht komplex, 
denn in verschiedenen Geweben von Säugetieren 
werden die Makrophagen durch unterschiedliche 
Mechanismen aktiviert. Bei einem dieser Moleküle 
handelt es sich offensichtlich um Phosphatidylserin, 
ein Phospholipid, das normalerweise nur auf der In- 
nenseite der Zellmembran zu finden ist (Abb. 20.18). 
Während der Apoptose kann Phosphatidylserin auf 
die Außenseite der Membran verlagert werden. Ma- 
krophagen haben Rezeptoren für Phosphatidylserin 
und können dadurch die Apoptosekörper als „eigen“ 
erkennen. 
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20.17 Beseitigung von Apoptosekörpern 

Bei Säugetieren werden die meisten Apoptosekörper von 
Makrophagen beseitigt. Diese erkennen Zelloberflächen- 
rezeptoren auf den Apoptosekörpern und nehmen ganze 
Zellfragmente durch Phagocytose auf. Sämtliche noch 
vorhandenen Proteine werden von den Makrophagen ab- 
gebaut und wiederverwertet. 


Makrophagen verdauen Apoptosekörper und füh- 
ren die zellulären Proteine der Wiederverwertung 
zu, ohne weitere Immunzellen zu rekrutieren 
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20.18 Apoptosekörper lösen keine Immunantwort bei den Makrophagen aus 

a Normalerweise nehmen Makrophagen eindringende Pathogene wie Bakterien auf. Diese Phagocytose löst bei den 
Makrophagen die Freisetzung von Faktoren aus, die andere Immunzellen anziehen. b Im Gegensatz dazu veranlasst das 
Zelloberflächensignal auf den Apoptosekörpern die Makrophagen nicht dazu, diese Faktoren freizusetzen, sodass keine 


anderen Immunzellen an diese Stelle rekrutiert werden. 


Kontrolle der Apoptosewege 
während der Entwicklung 


Der Beginn der Apoptose untersteht einer sehr 
komplexen Kontrolle; geht diese verloren, kann das 
fatale Auswirkungen haben. Bei einer zu umfang- 
reichen Apoptose oder einer unangebrachten Akti- 
vierung der Apoptose können voll funktionsfähige 
Zellen zerstört werden. Stirbt zu viel Gewebe ab, 
kann dies das Todesurteil für einen sich entwi- 
ckelnden Organismus sein. Erfolgt nicht genügend 
Apoptose, insbesondere während der Entwicklung, 
so kann sich überschüssiges Gewebe bilden und die 
normale Funktion von Geweben und Organismen 
beeinträchtigen. Durch unzureichende oder feh- 


lerhafte Apoptose können zahlreiche Krankheiten 
entstehen. 

Bei C. elegans beruht die Entwicklung der Ge- 
schlechter auf Apoptose. Man kann bei C. elegans 
zwei „Geschlechter“ unterscheiden: männliche Tiere, 
die ausschließlich Spermien produzieren, und Zwit- 
ter, die sowohl Spermien als auch Eizellen bilden. 
Echte Weibchen gibt es nicht. Ob ein Tier zum 
Männchen oder zum Zwitter wird, hängt von der 
Apoptose ab (Abb. 20.19). Zwei Neuronen kontrollie- 
ren die Muskeln um die Vulva und ermöglichen die 
Eiablage. Bei Vorhandensein dieser Neuronen ist der 
Fadenwurm zwittrig. Ohne diese Muskeln können 
die Fadenwürmer keine Eier legen, was sie prak- 
tisch zu Männchen macht. Das Vorhandensein oder 
Fehlen dieser zwitterspezifischen Neuronen (HSN, 
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20.19 Bei C. elegans wird die Geschlechtsbestim- 
mung durch Apoptose gesteuert 

Bei dem Fadenwurm C. elegans gibt es zwei Geschlechter: 
Männchen, die Spermien produzieren, und Zwitter, die 
sowohl Spermien als auch Eizellen bilden. Eine bestimmte 
Nervenzelle mit der Bezeichnung HSN legt fest, ob ein 
Individuum Eier ablegt oder nicht. Ob HSN vorhanden ist 
oder nicht, hängt von der Apoptose während der Entwick- 
lung ab. Mutationen des Gens egl-1 induzieren eine zu um- 
fangreiche Apoptose; deshalb sterben die HSN-Neuronen 
während der Entwicklung ab, und eg/-7-Zwitter können 
keine Eier legen. Im Gegensatz dazu verhindern ced-3- 
Mutationen die Apoptose, weshalb die HSN-Neuronen 
stets vorhanden sind. Selbst ced-3-Männchen können 
daher Eier legen. 


für engl. hermaphrodite-specific neurons) ist abhängig 
von der Apoptose. Defekte der Gene ced-3 oder elg-1 
legen fest, ob sich ein Wurm zum Männchen oder 
zum Zwitter entwickelt. Ohne elg-1 erfolgt die Apop- 
tose in zu großem Umfang; daher fehlt sämtlichen 
Fadenwürmern das HSN, und es werden keine ei- 
erlegenden Individuen produziert. Umgekehrt kann 
ohne ced-3 keine Apoptose erfolgen, und die HSN 
bleiben bei allen Individuen erhalten. 

Bei einer Immunantwort unterliegt die Apoptose 
einer strengen Regulation. Im Zuge einer Infektion 
reagiert der Körper auf den Angriff durch eine er- 
höhte Zahl weißer Blutzellen des Immunsystems. 
Nach Abklingen der Infektion beseitigt der Körper 
die überschüssigen Immunzellen durch Apoptose. 
Immunzellen lösen die Apoptose über den Todesre- 
zeptorweg aus (s. weiter vorne). Bei zu umfangreicher 
Apoptose würde unser Immunsystem wichtige Zellen 
verlieren und die Immunantwort beeinträchtigen. 
Bei einer HIV-Infektion sinkt die Zahl der T-Zellen 
auf ein gefährlich niedriges Niveau ab, wodurch der 
Patient anfällig für viele Sekundärinfektionen wird 
(s. Kap. 22). Einer Hypothese zufolge tötet HIV die 
T-Zellen ab, indem es die Apoptose auslöst. 

Das Nervensystem ist ebenfalls ein gegenüber 
Apoptose sehr anfälliges Gewebe. Während der Ent- 
wicklung machen zahlreiche Neuronen eine Apop- 
tose durch. Es wurde postuliert, dass Nervenzellen 
absterben, wenn sie nicht ein „lebenserhaltendes“ 
Signal, einen neurotrophen Faktor, erhalten. Erreicht 
ein sich entwickelndes Neuron sein korrektes Ziel, 
erhält es den neurotrophen Faktor. Kommt es jedoch 
nicht an sein Ziel, erhält es auch keinen neurotro- 
phen Faktor und geht standardmäßig in die Apop- 
tose über. In einer Zellkultur von Nervenzellen kann 
man durch Entzug eines neurotrophen Faktors, des 
Nervenwachstumsfaktors NGF (engl. nerve growth 
factor), eine Apoptose auslösen (Abb. 20.20). Durch 
Zugabe von Caspaseinhibitoren lässt sich der Zell- 
tod verhindern - ein Beweis dafür, dass die Zellen 
durch Apoptose absterben. Bei der Entwicklung von 
Mäusen sterben Embryonen mit defekten Genen für 
Caspase-3 oder Caspase-9 ab. Eine nicht erfolgende 
Apoptose während der Entwicklung des Nervensys- 
tems bildet in beiden Fällen die Haupttodesursa- 
che. Im erwachsenen Gehirn führt die Apoptose 
von Neuronen zu irreparablen Schäden, weil sich 
Neuronen nicht regenerieren. Bei vielen Krankheiten 
könnte eine übermäßige Apoptose eine Rolle spielen, 
etwa bei der Alzheimer-Krankheit (s. unten), der 
Parkinson-Krankheit, Chorea Huntington und amyo- 
tropher Lateralsklerose (ALS). Die genaue Rolle, die 
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20.20 Wachstumsfaktoren halten Neuronen am Leben 
Nervenzellen machen eine Apoptose durch, wenn ihre Dendri- 
ten keine neurotrophen Faktoren wie den Nervenwachstums- 
faktor NGF erhalten. 


Apoptose bei diesen Krankheiten spielt, muss jedoch 
erst noch erforscht werden. 


Das Vorhandensein oder Fehlen der HSN-Neuronen, 
die festlegen, ob ein Individuum von C. elegans sich 
zum Männchen oder zum Zwitter entwickelt, wird 
durch Apoptose gesteuert. 

Wenn Neuronen kein Signal in Form eines neurotro- 
phen Faktors erhalten, sterben sie durch Apoptose ab. 


Alzheimer-Krankheit 


Die Alzheimer-Krankheit ist durch zwei pathologi- 
sche Merkmale im Gehirn gekennzeichnet: durch 
senile (oder) neuritische Plaques und durch Neu- 
rofibrillenbündel. Die senilen Plaques bilden sich, 
wenn degenerierende Neuronen zu großen Klumpen 
aggregieren. Diese Aggregate enthalten als Amyloid 
B (AB) bezeichnete Proteinfragmente, die von dem 
Amyloidvorläuferprotein APP (engl. amyloid pre- 
cursor protein) stammen. Normalerweise wird das 
Vorläuferprotein im endoplasmatischen Reticulum 
von einem Enzym gespalten und bildet eine aus 40 
Aminosäuren bestehende Form namens Aß,,. Bei 
der Alzheimer-Krankheit wird das APP an der fal- 
schen Stelle gespalten, und es entsteht eine aberrante 
Form aus 42 Aminosäuren (Aß,,) (Abb. 20.21). Die- 
se Form neigt zur Aggregation in Klumpen. Neben 
diesen Ablagerungen bilden sich in den ansonsten 
normalen Neuronen auch noch Neurofibrillenbün- 
del. Dazu kommt es, wenn das mit den Mikrotubuli 
assoziierte Tau-Protein beginnt, helikale Aggregate 
zu bilden. Die Bündel führen schließlich zum Ab- 
sterben der Nervenzellen, denn diese sind darauf 
angewiesen, dass die Mikrotubuli (und Tau) Neuro- 
transmitter vom Zellkörper zu den Dendriten trans- 
portieren. 

Neben dem Tau- und dem Amyloid-ß-Protein 
sind vermutlich noch weitere Proteine am Entste- 
hen der Alzheimer-Krankheit beteiligt. Präseniline 
sind Transmembranproteine des endoplasmatischen 
Reticulums und des Golgi-Apparats. Durch Mu- 
tationen der Präseniline kann vermehrt die Af,- 
Form von Amyloid ß sezerniert werden. Ob es 
sich bei den Präsenilinen tatsächlich um Proteasen 
handelt, die das APP spalten, muss noch bestätigt 
werden. Mutierte Präseniline machen die Nerven- 
zelle zudem empfindlicher gegenüber der Apoptose; 
durch welchen Mechanismus dies erfolgt, ist aller- 
dings noch nicht bekannt. Mutationen der Präse- 
nilingene presenilin-1 und presenilin-2 gehören zu 
den häufigsten Defekten bei Patienten mit familiär 
auftretender Alzheimer-Krankheit. Bei diesen Mu- 
tationen setzt die Krankheit auch früher ein als 
gewöhnlich. Ein weiteres wahrscheinlich an Alzhei- 
mer beteiligtes Protein ist Apolipoprotein E. Ein be- 
stimmtes Allel für dieses Protein (£4) begünstigt die 
Bildung von Plaques. Bei Vererbung dieses Allels 
besteht eine erhöhte Wahrscheinlichkeit, im Alter 
von über 60 Jahren die Alzheimer-Krankheit zu 
bekommen. 
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20.21 
(APP) 
Normalerweise wird das Protein APP (engl. amyloid 
precursor protein) während des Transports durch das en- 
doplasmatische Reticulum (ER) in ein Protein aus 40 Ami- 
nosäuren gespalten. Bei Alzheimer-Patienten wird APP zu 
einer Form aus 42 Aminosäuren prozessiert, die zu großen 
Klumpen (Plaques) aggregiert. 


Prozessierung des Amyloidvorläuferproteins 


Die Bildung seniler Plaques führt zum Absterben 
von Nervenzellen, und es kommt zum Funktionsver- 
lust in den betroffenen Bereichen des Gehirns. Wenn 
sich ein solcher Plaque bildet, wird das Immunsys- 
tem durch lösliche Signale von Mikrogliazellen in der 
Umgebung alarmiert. Diese Zellen werden durch die 
Aggregation von Amyloid f aktiviert. Nach Aktivie- 
rung des Immunsystems töten die Immunzellen noch 
weitere Neuronen ab: durch die Sekretion von Protei- 
nen, die den Todesrezeptorweg der Apoptose aktivie- 
ren. (Das Immunsystem spielt bei vielen neurodege- 
nerativen Krankheiten eine wesentliche Rolle.) 


Da die Funktion von Amyloid ß bei der Plaque- 
bildung zu den zentralen Aspekten der Alzheimer- 
Krankheit zählt, hat man sich bei der Suche nach 
einer Behandlungsmöglichkeit in jüngerer Zeit auf 
dieses Molekül konzentriert. Es ist Wissenschaftlern 
gelungen, einen Antikörper zu erzeugen, der bei 
Mäusen die Verklumpungen von Amyloid ß auf- 
bricht. Diesen Antikörper kann man Alzheimer-Pati- 
enten als Impfstoff verabreichen. Wie erste klinische 
Versuche gezeigt haben, hat er nur wenige oder gar 
keine Nebenwirkungen. Obwohl der genaue Wirk- 
mechanismus noch nicht geklärt ist, wird in klini- 
schen Tests bereits untersucht, wie effektiv dieser 
Impfstoff bei menschlichen Alzheimer-Patienten ist. 
In fünf bis zehn Jahren wird man vielleicht eine 
echte Behandlungsmöglichkeit für diese verheerende 
Krankheit haben. 


Für die Alzheimer-Krankheit gibt es zwei pathologi- 
sche Kennzeichen im Gehirn: senile (oder) neuriti- 
sche Plaques und Neurofibrillenbündel. 

Zu den mit der Alzheimer-Krankheit in Verbin- 
dung gebrachten Proteinen zählen Amyloid £, Tau, 
Präsenilin und Apolipoprotein E. 


Programmierter Zelltod 
bei Bakterien 


Bei einzelligen Organismen hat man bisher noch 
keine Apoptose beobachtet, bei Escherichia coli exis- 
tiert jedoch ein genetisches System, das die Bakterien 
unter extremen Stressbedingungen absterben lässt. 
Morphologisch weist dieser Tod keine Ähnlichkeiten 
zur Apoptose auf, aber wie die Apoptose ist auch die- 
ser Absterbemechanismus genetisch codiert. Bei E. 
coli kontrolliert ein im Englischen als addiction mo- 
dule bezeichnetes Modul aus zwei Genen das System, 
welches das Absterben auslöst (Abb. 20.22). Eines der 
Gene codiert für das recht stabile Toxin MazF. Das 
zweite Gen codiert für das Antitoxin MazE, welches 
verhindert, dass das Toxin die Bakterien abtötet. Das 
Antitoxin ist instabil und zerfällt nach der Translati- 
on sehr rasch. Wird seine Transkription oder Trans- 
lation auf irgendeine Weise gestoppt oder verlang- 
samt, sinkt die Antitoxinmenge drastisch ab, und die 
Bakterien werden durch das Toxin abgetötet. 

Das MazF-Toxin baut als Endoribonuclease spe- 
zifisch mRNA ab. Es erkennt die Sequenz ACA und 
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20.22 Das MazEF-System von E. coli 

Die beiden Gene mazE und mazF kontrollieren, ob E. coli 
Selbstmord begeht oder nicht. Das MazF-Protein wirkt als 
Toxin und tötet die Bakterien ab. Es zeichnet sich durch 
eine hohe Stabilität aus und wird kontinuierlich produ- 
ziert. Das MazE-Antitoxin schützt E. coli, indem es das 
MazF-Toxin inhibiert. MazE wird jedoch sehr rasch von der 
ClpA-Protease abgebaut. Unter Normalbedingungen stellt 
E. coli kontinuierlich das Antitoxin her. Sind die Bakterien 
allerdings Stress ausgesetzt, stellen sie unter Umstanden 
die Proteinsynthese ein. Dann wird das Antitoxin nicht 
mehr synthetisiert, und das Toxin kann ungehindert sein 
Suizidprogramm aktivieren. 


spaltet an deren 5’-Seite. Solche Enzyme bezeichnet 
man als mRNA-Interferasen. Mittlerweile hat man 
sie bei verschiedenen Bakterien nachweisen können. 
Sie führen letztendlich zum Abbau der mRNA, wo- 
rauf die Proteinsynthese zum Stoppen kommt. Die 
Folge ist ein rascher Zelltod. 


Wenn durch Nährstoffmangel die Transkription 
und Translation von Bakterien verlangsamt werden, 
kann dies der Auslöser für das MazEF-Suizidsystem 
sein. Möglicherweise begehen einige E. coli zuguns- 
ten der übrigen Selbstmord, weil die Proteine, Lipide 
und Nucleinsäuren der toten Zellen den benach- 
barten Zellen Nährstoffe liefern können. Obwohl es 
sich bei Bakterien um einzellige Organismen handelt, 
verfügen sie über ein genetisches Programm zum 
Wohl der gesamten Population. Einer anderen Hypo- 
these zufolge könnte das MazEF-Suizidsystem dazu 
dienen, die Vermehrung von Bakterienviren einzu- 
schränken. Tatsächlich ist bei E. coli-Mutanten mit 
einer Deletion des gesamten mazEF-Operons eine 
stärkere Vermehrung von Bakteriophagen festzustel- 
len, wenn sie platzen. Bei Wildtypzellen tötet das 
MazEF-System die Zelle ab, bevor die Replikation 
der Viren abgeschlossen ist, und verringert so die 
Zahl der produzierten Viren. 

Ähnliche Genmodule (addiction modules) exis- 
tieren auch bei Bakteriophagen wie Pl und Lambda; 
sie halten diese in einem lysogenen Zustand. Das 
Proteinpaar Toxin/Antitoxin verhindert, dass das 
Bakteriophagengenom während der Vermehrung 
von E. coli zerstört wird oder verloren geht. Das 
Bakteriophagengenom codiert sowohl für das Toxin 
als auch für das Antitoxin. Wie beim MazEF-Sys- 
tem zeichnet sich auch hier das Toxinprotein durch 
eine hohe Stabilität aus, während das Antitoxin 
rasch abgebaut wird und kontinuierlich produziert 
werden muss. Geht das P1- oder Lambda-Genom 
verloren, werden die Bakterien durch das stabile 
Toxin abgetötet. Interessanterweise wirkt das von 
P1 produzierte Toxin nicht direkt tödlich auf E. 
coli, sondern aktiviert das eigene MazEF-System der 
Bakterien (Abb. 20.23). Das P1-Toxin inhibiert die 
Translation des MazE-Antitoxins; dadurch wird das 
MazF-Toxin aktiviert und bewirkt das Absterben 
der Zelle. 


Bei E. coli existiert ein System für den program- 
mierten Zelltod, das durch die beiden Proteine 
MazE und MazF kontrolliert wird. Das Antitoxin 
MazE muss kontinuierlich synthetisiert werden; 
ist kein MazE vorhanden, tötet das Toxin MazF die 
Zelle ab. 

Das ähnliche, aus zwei Genen bestehende PhD/ 
Doc-System des Bakteriophagen P1, kontrolliert, 
ob eine Wirtszelle am Leben bleibt oder abstirbt. 
Verliert die Zelle das P1-Genom, induziert das 
Doc-Toxin über MazE und MazF den Zelltod des 
Bakteriums. 
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20.23 Das PhD/Doc-System von P1 
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PhD/Doc ist ein Genmodul (addiction module) von P1, das für ein Proteinpaar aus Toxin und Antitoxin codiert. Das Anti- 
toxin ist instabil und muss standig synthetisiert werden, damit das Toxin nicht seine Wirkung entfaltet. Wird das PhD-Pro- 
tein aus irgendeinem Grund nicht produziert, inhibiert Doc die Translation von MazE. Ohne MazE aktiviert das MazF-Toxin 


das Suizidprogramm. 


Behandlung von Krebs 
durch Auslösen der 
Apoptose 


Seit vielen Jahren schon versuchen Wissenschaftler, 
bei Krebszellen den Zelltod zu induzieren. In der Re- 
gel erfolgt dies durch Bestrahlung oder Chemothe- 
rapie. Nachteilig an den gegenwärtig angewendeten 
Therapien ist vor allem, dass sie unspezifisch wirken. 
Sie töten nicht nur Krebszellen ab, sondern auch 
andere Zellen. Jede Säugetierzelle enthält jedoch die 
genetische Information für eine Apoptose - selbst 
Krebszellen, auch wenn bei diesen die normale Kon- 


trolle außer Kraft gesetzt wurde. In jüngster Zeit 
haben sich die Forschungen auf das gezielte Auslösen 
der Apoptose bei Krebszellen konzentriert. 

Eine Möglichkeit besteht darin, den mitochondri- 
alen Weg der Apoptose zu aktivieren. Vor Apoptose 
geschützt werden die Zellen durch eine große Menge 
Bcl-2. Durch eine Reduktion der Bcl-2-Konzentra- 
tion in Krebszellen könnte man diese möglicherweise 
anfälliger für eine Apoptose machen. (Mäuse mit 
einer Deletion des Bcl-2-Gens sterben aufgrund von 
erhöhter Apoptose, insbesondere im Lymphgewebe, 
in dem die B-Zellen des Immunsystems reifen.) Ver- 
ringern lässt sich die Synthese des Bcl-2-Proteins 
mithilfe einer einzelsträngigen Antisense-DNA aus 
18 Nucleotiden. Ihre Sequenz ist komplementär zur 
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20.24 Antisense-Oligonucleotide blockieren die Apoptose bei Krebszellen 

Das Anti-Apoptose-Protein Bcl-2 schützt die B-Zellen bei B-Zell-Lymphom vor der Apoptose. Man kann in die Krebszellen 
eine kurze Antisense-DNA mit einer zum Bc/-2-Gen komplementären Sequenz einführen. Die Antisense-DNA bindet an die 
Startregion der Translation und blockiert die Synthese des Bcl-2-Proteins. Dadurch sind die Krebszellen nun nicht mehr 


vor Apoptose geschützt. 


Startregion der Translation des Bcl-2-Gens. Durch 
die Bindung des Antisense-DNA-Oligonucleotids 
an die Bcl-2-mRNA wird die Translation blockiert 
und weniger Protein hergestellt (Abb. 20.24). Bei ei- 
nem an Patienten mit B-Zell-Lymphom durchge- 
führten klinischen Test zeigte sich bei sechs von 14 
Patienten eine stark verringerte Bcl-2-Konzentration 
und eine verbesserte Antikrebsreaktion. 


Zum Bcl-2-Gen komplementäre Antisense-DNA- 
Oligonucleotide inhibieren die Translation und re- 
duzieren daher die Menge an Bcl-2 in Krebszellen. 
Ohne das anti-apoptotisch wirkende Bcl-2 erhöht 
sich die Wahrscheinlichkeit, dass die Krebszellen 
durch Apoptose absterben. 
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552 Bakterielle Infektionen 


Einführung 


Infektionen des Menschen sowie von Tieren und 
Pflanzen werden durch unterschiedlichste Mikroor- 
ganismen wie Viren, Bakterien oder einzellige Euka- 
ryoten verursacht. Auch bei den Infektionsmechanis- 
men gibt es eine beträchtliche Bandbreite: vom ein- 
fachen Vorgehen bestimmter filamentöser Pilze, die 
lediglich organisches Material überwachsen, bis hin 
zu äußerst komplizierten Systemen, mit deren Hilfe 
spezialisierte Pathogene wie etwa die Erreger von 
Beulenpest oder Malaria in ihre Wirte eindringen 
und überleben. Im Folgenden geht es nun darum, 
wie man durch Anwendung der modernen Moleku- 
larbiologie ein besseres Verständnis der Infektionen 
erlangen und diese bekämpfen kann. 

Am besten verstanden sind die molekularen 
Mechanismen pathogener Bakterien, vor allem sol- 
cher, die eng mit Escherichia coli verwandt sind. Die 
meisten E. coli-Stämme sind harmlos, es existieren 
jedoch auch einige wenige virulente Stämme, die 
viele der Infektionsprinzipien auf molekularer Ebene 
veranschaulichen. Viren besitzen kleinere Genome 
als Bakterien. Sie sind als obligate intrazelluläre Pa- 
rasiten auf viele Gene der Wirtszellen angewiesen, 
beispielsweise für ihre Replikation. Folglich inter- 
agieren Viren auf komplexe Weise mit dem Wirts- 
zellgenom. Das macht Analysen häufig komplizier- 
ter als bei Bakterien (s. Kap.22). Am schwierigs- 
ten zu verstehen sind Infektionen wie Malaria oder 
Schlafkrankheit, die von einzelligen Eukaryoten ver- 
ursacht werden. 

Mit modernen genetischen Analysemethoden 
kann man sämtliche Organismen erforschen - sei es 
der eindringende Mikroorganismus oder auch das 
Opfer der Infektion -, solange sie DNA oder RNA 
enthalten, die man extrahieren, sequenzieren und 
manipulieren kann. Die molekularen Methoden ha- 
ben viel zu einem besseren Verständnis und einer 
verbesserten Diagnose von Infektionskrankheiten 
beigetragen. Inzwischen werden auch immer mehr 
neue Methoden entwickelt, die einen Schutz gegen 
bestimmte Krankheiten bieten. 


Pathogene Bakterien sind die Erreger vieler Infek- 
tionskrankheiten des Menschen. Durch genetische 
Forschungen konnten schnellere Diagnosemetho- 
den entwickelt werden; sie bilden auch die Grund- 
lage für die Entwicklung neuer antibakterieller 
Wirkstoffe. 


Molekulare Methoden zur 
Diagnose 


Zu den wichtigsten Beiträgen der Molekularbiolo- 
gie zählt die Entwicklung verbesserter Diagnoseme- 
thoden. In der Praxis versteht man unter Diagnose 
gewöhnlich, dass der Erreger einer Krankheit, ob 
Bakterium, Virus oder Einzeller, identifiziert wird. 
Einige pathogene Bakterien vermehren sich nur lang- 
sam oder überhaupt nicht, wenn man sie außerhalb 
ihrer Wirtsorganismen kultiviert. Viren sind obligate 
Parasiten und können daher nur dann im Labor ver- 
mehrt werden, wenn man entsprechend kultivierte 
Wirtszellen mit ihnen infiziert. Überdies erfordern 
verschiedene Mikroorganismen unterschiedliche 
Kulturmedien und -bedingungen. All diese Faktoren 
sorgen dafür, dass die herkömmlichen Identifikati- 
onsmethoden mit einem hohen Aufwand verbunden 
sind. Bei molekularen Methoden versucht man nicht 
die Krankheitserreger zu vermehren, sondern unter- 
sucht vielmehr Makromoleküle wie DNA, RNA oder 
Proteine. Einige der neuen Methoden erfolgen mit- 
hilfe der Antikörpertechnologie und wurden bereits 
in Kapitel6 behandelt. Hier werden nun Methoden 
betrachtet, die auf Nucleinsäuren basieren. 

Für die molekularen Methoden ist es in der Regel 
erforderlich, aus den kultivierten Pathogenen oder ei- 
nem infizierten Patienten DNA zu extrahieren. Diese 
DNA vermehrt man dann mittels PCR (s. Kap. 4) 
und analysiert sie durch Sequenzierung oder Hybri- 
disierung. Somit kann man die gleichen Reagenzien 
und Methoden auf verschiedene Mikroorganismen 
anwenden. Darüber hinaus erweisen sich die mole- 
kularen Methoden häufig als schneller, genauer und 
empfindlicher als die klassischen mikrobiologischen 
Techniken. Die meisten der zur klinischen Diagnose 
eingesetzten molekularen Techniken wurden bereits 
an anderer Stelle in diesem Buch beschrieben. Hier 
geht es nun um ihre Anwendung. 

Jede Organismenart zeichnet sich durch eine an- 
dere Sequenz ihrer ssu-rRNA (für engl. small-sub- 
unit ribosomal RNA) - 16S-rRNA bei Bakterien und 
18S-rRNA bei Eukaryoten - aus. Daher kann man 
Bakterien und eukaryotische Parasiten anhand ihrer 
ssu-rRNA-Sequenzen identifizieren. Dazu wird das 
fiir die ssu-rRNA codierende Gen sequenziert und 
nicht die RNA selbst. 

1. Das sogenannte Ribotyping kann durch eine 
detaillierte Restriktionsanalyse der rRNA-Gene 
realisiert werden. Dazu spaltet man die DNA 
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eines Bakterienstammes mit unterschiedlichen 
Restriktionsenzymen und trennt die Fragmen- 
te anschließend durch Gelelektrophorese auf. 
Danach bringt man die Fragmente auf eine Mem- 
bran auf und identifiziert die Banden mittels eines 
Southern Blots. Dazu wird eine Sonde verwendet, 
die einem Teil der 16S-rRNA-Sequenz entspricht. 
Viele Bakterien besitzen mehr als ein 16S-rRNA- 
Gen, sodass man bei jedem Verdau mehrere Ban- 
den erhält. Für diese Methode werden sehr große 
Mengen DNA benötigt. 

Die Amplifikation der DNA mittels PCR und 
die anschließende DNA-Sequenzierung ermögli- 
chen eine Identifikation mit nur geringen Mengen 
DNA. Mithilfe von Primern, die eine konservierte 
Region der 16S-rRNA erkennen, erzeugt man 
durch PCR einen Abschnitt des 16S-Gens. Das 
PCR-Fragment kann man dann sequenzieren und 
mit der Datenbank bekannter DNA-Sequenzen 
abgleichen. Hierbei ist zu beachten, dass man die 
gleiche Vorgehensweise und die gleichen Reagen- 
zien auf alle bakteriellen Infektionen anwenden 
kann. Darüber hinaus funktioniert diese Metho- 
de auch bei Bakterien, die man nicht kultivieren 
kann. Varianten der PCR wie die RAPD-Technik 
(für engl. randomly amplified polymorphic DNA; 
für Details s. Kap.4) können ebenfalls durchge- 
führt werden, um das Pathogen zu identifizieren. 
Für eine bakterielle RAPD-PCR wird häufig ein 
zufälliges Gemisch aus sechs Basen langen Pri- 
mern verwendet. Dadurch lassen sich verschiede- 
ne Stämme derselben Bakterienart unterscheiden. 
Man hat damit unter anderem die Herkunft und 
Ausbreitung kontaminierender Bakterien in Nah- 
rungsmitteln oder Trinkwasser verfolgt. 

Die als Checkerboard-Hybridisierung bezeich- 
nete Technik ermöglicht es, in einer einzigen Pro- 
be gleichzeitig mehrere Bakterien nachzuweisen 
und zu identifizieren. Dazu trägt man eine Reihe 
von Sonden, die jeweils unterschiedlichen Bakte- 
rien entsprechen, in horizontalen Linien auf eine 
Hybridisierungsmembran auf (Abb. 21.1). Mittels 
PCR amplifiziert man einen Teil des 16S-Gens des 
Zielbakteriums oder nutzt dazu klinische Proben, 
die ein Gemisch verschiedener Bakterien ent- 
halten können. Anschließend markiert man die 
PCR-Fragmente mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
und trägt sie vertikal auf die Membran auf. Nach 
Denaturierung und annealing zur Hybridisierung 
wird die ungebundene DNA von der Membran 
abgespült. Proben, die mit den Sonden hybridisie- 
ren, erscheinen als hell fluoreszierende Flecken. 


DNA (für rRNA- Membran- 
Gene) filt 
Sonden rae 
DNA 
bindet an 
Sonde 


21.1 Checkerboard-Hybridisierung 

Sonden, die der 16S-rRNA jedes Kandidatenbakteriums 
entsprechen, werden in langen horizontalen Streifen an 
einen Membranfilter gebunden (pro Kandidat jeweils ein 
Streifen). Um eine Gruppe unbekannter Pathogene mög- 
lichst schnell zu identifizieren, wird gemischte DNA aus ei- 
ner Probe extrahiert und durch PCR, mithilfe von Primern 
für 16S-rRNA, amplifiziert. Die PCR-Fragmente werden 
dann mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und in ver- 
tikalen Streifen aufgetragen. Dadurch ist jede Probe jeder 
Sonde ausgesetzt. Überall dort, wo ein 16S-PCR-Fragment 
mit einer 16S-Sonde übereinstimmt, binden die beiden 
aneinander und erzeugen am Schnittpunkt der beiden 
Streifen ein stark fluoreszierendes Signal. 


Mithilfe von molekularen Techniken, insbeson- 
dere unter Verwendung von ribosomalen RNA- 
Sequenzen, kann man pathogene Bakterien 
schneller diagnostizieren als mit herkömmlichen 
Kulturtechniken. 


Virulenzgene finden 
sich häufig auf mobilen 
DNA-Abschnitten 


Viele Infektionskrankheiten werden von Bakterien 
verursacht, die in den menschlichen Körper ein- 
dringen. Manche pathogene Bakterien dringen ins 
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Innere von Wirtszellen ein, andere bleiben außerhalb 
und besiedeln den extrazellulären Raum. Im De- 
tail weisen die an Infektionskrankheiten beteiligten 
molekularen Mechanismen große Unterschiede auf. 
Dennoch sehen sich die eindringenden Mikroorga- 
nismen mit ähnlichen Problemen konfrontiert und 
haben daher viele allgemeine Fähigkeiten gemein- 
sam. Eigenschaften, die es den Mikroorganismen 
ermöglichen, Infektionen zu verursachen, bezeich- 
net man als Virulenzfaktoren. Diese kann man in 
drei Hauptgruppen unterteilen: in Faktoren, die zum 
Eindringen in den Wirt benötigt werden, solche, die 
dem Überleben im Wirt dienen, und Faktoren zur 
Aggression gegen den Wirt. 

Die für Virulenzfaktoren codierenden DNA-Ab- 
schnitte sind häufig mobil. In einigen Fällen (z.B. 
bei Milzbrand und Beulenpest) befinden sie sich auf 
Virulenzplasmiden. In anderen Fällen (z.B. beim 
Choleratoxin und Diphtherietoxin) werden sie von 
lysogenen Bakteriophagen übertragen und in die 
Chromosomen bestimmter Bakterienstimme einge- 
baut. Und in wieder anderen Fällen sind sie, flankiert 
von inverted repeats (gegenläufigen Sequenzwieder- 
holungen), in bestimmten Regionen der Chromoso- 
men gruppiert und werden als Pathogenitätsinseln 
bezeichnet (Abb. 21.2). Die gegenläufigen Sequenz- 
wiederholungen lassen darauf schließen, dass die 
Pathogenitätsinseln als Einheit durch Transposition 
übertragen werden können. Gleiche oder nahe ver- 
wandte Virulenzfaktoren können bei einem Bakteri- 
enstamm chromosomal und bei anderen in Plasmide 
eingebaut sein. 

Die Mobilität der Virulenzfaktoren hat mehrere 
Auswirkungen. Erstens gibt es zwischen nahe ver- 
wandten Bakterienstimmen enorme Unterschiede 
bezüglich ihrer Pathogenität. Harmlose Bakteri- 
enstämme, die nahe verwandt sind mit den bak- 
teriellen Erregern von Cholera, Pest, Diphtherie, 
Milzbrand und so weiter, sind weit verbreitet, er- 
halten aber normalerweise nur wenig Aufmerksam- 
keit. Zweitens können Virulenzfaktoren auch auf 
bislang harmlose Stämme übertragen werden und so 
in einem oder mehreren Schritten neue Pathogene 
entstehen lassen. Handelt es sich bei dem harmlo- 
sen Stamm um einen engen Verwandten, so ergibt 
sich lediglich eine neue Variante einer alten Krank- 
heit (z.B. sind die neuen Biotypen der Cholera, die 
im vergangenen Jahrhundert aufgetaucht sind, auf 
eine Übertragung des CTXphi-Phagen in harmlose 
Stämme von Vibrio zurückzuführen). Ist der Emp- 
fänger eines Abschnitts mit Virulenzfaktoren jedoch 
nicht mit dem bisherigen „Besitzer“ verwandt, kann 


ein völlig neuer bakterieller Krankheitserreger ent- 
stehen. Wahrscheinlich entstand auf diese Weise vor 
einigen Tausend Jahren der Erreger der Pest, Yersinia 
pestis. Offenbar wurde eine ancestrale Form von 
Yersinia, die leichte Darminfektionen verursachte, 
durch die Aufnahme von zwei Virulenzplasmiden 
zu einem verheerenden Krankheitserreger transfor- 
miert, der von Flöhen direkt in den Blutstrom über- 
tragen wird. 


Die Gene für bakterielle Virulenzfaktoren befinden 
sich häufig auf mobilen DNA-Abschnitten. Das 
heißt, sie finden sich auf Plasmiden, eingebauten 
Viren, transponierbaren Elementen oder Pathoge- 
nitätsinseln und sind kein dauerhafter Bestandteil 
der Bakterienchromosomen. 


Pai Ill 
25 kb 


E. coli- 
Chromosom 


Pai IV 
45 kb 


21.2 Pathogenitatsinseln von Escherichia coli 
Verschiedene Stämme von E. coli unterscheiden sich 
sehr in ihrer Pathogenität. Pathogene E. coli sind durch 
einzigartige DNA-Regionen gekennzeichnet, die sich bei 
nichtpathogenen Stämmen nicht finden; diese bezeich- 
net man als Pathogenitätsinseln (PAl). Die Regionen sind 
mit I-IV bezeichnet. | codiert für a-Hamolysin, Il codiert 
für a-Hamolysin und Fimbrien, Ill codiert für Fimbrien 
und IV codiert für das System zur Eisenchelatbildung von 
Yersiniabactin. 
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Adhäsion und Eindringen 
pathogener Bakterien 


Bei vielen Infektionen besteht der erste Schritt darin, 
dass sich die Bakterien an die Oberflächen von Zel- 
len des Wirtstieres anheften. Ermöglicht wird dies 
durch Proteine, die man als Adhäsine bezeichnet. 
Normalerweise binden diese an Zuckerreste von Gly- 
koproteinen oder Glykolipiden an der Oberfläche 


a Fimbrienadhäsine 
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_ membran $ . — WER 


Oberflachenprotein 
oder -kohlenhydrat 


b Nicht-Fimbrienadhasin 
Adhäsin 


`, 


Bakterienzelle 


_ Wirtszell- 
membran 


Oberflächenprotein 
oder -kohlenhydrat 


21.3 Bakterielle Adhäsine 

a Die Oberfläche mancher Bakterienzellen ist von Pili 
(Fimbrien) bedeckt. Diese bestehen aus dem helikal ange- 
ordneten Protein Pilin. An der Spitze der Pili befinden sich 
Adhäsine, welche die Glykoproteine an der Oberfläche der 
Wirtszelle erkennen. b Nicht-Fimbrienadhäsine finden sich 
direkt auf der Oberfläche der Bakterienzelle. 


tierischer Zellen. Man unterscheidet zwei Hauptty- 
pen von Adhäsinen: Fimbrienadhäsine und Nicht- 
Fimbrienadhäsine (Abb. 21.3). Pili (Singular Pilus) 
oder Fimbrien (Singular Fimbrie) sind dünne, von 
der Oberfläche von Bakterienzellen abstehende Fila- 
mente (Abb. 21.4). Ihr Schaft besteht aus helikal an- 
geordneten Untereinheiten des Proteins Pilin. An ih- 
rer Spitze tragen sie mehrere spezialisierte Proteine, 
darunter auch Adhäsine. Nicht-Fimbrienadhäsine 
finden sich auf der Oberfläche von Bakterienzellen. 
In vielen Fällen entsteht über die Pili der erste Kon- 
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21.4 Aufbau eines Bakterienpilus 

Der Pilus besteht aus zwei Abschnitten, der Spitze und 
dem Schaft, die an der Außenseite des Bakteriums zu- 
sammengebaut werden. Die Proteinuntereinheiten des 
Pilus werden im Cytoplasma synthetisiert und durch beide 
Membranen hindurch exportiert. Gefaltet werden die Pro- 
teine im periplasmatischen Raum. Der Aufbau eines Pilus 
erfolgt von der Spitze zur Basis hin, ausgehend von Ad- 
häsin und anderen Proteinen der Spitze; darunter werden 
dann mehrere Lagen Pilin ergänzt. 
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takt mit der Wirtszelle, und die Nicht-Fimbrienadhä- 
sine sind für eine spätere, engere Phase der Bindung 
zuständig. 

Ein zweiter häufiger Infektionsschritt ist das Ein- 
dringen in eine tierische Zelle. Nicht alle Bakterien, 
die sich an die Oberfläche tierischer Zellen anheften, 
vermögen auch in diese einzudringen. Einige Patho- 
gene verbleiben dauerhaft außerhalb der Wirtszellen. 
Ein klassisches Beispiel ist das Cholerabakterium. 
Hier bleiben die Bakterien im Darmlumen, angehef- 
tet an die Außenseiten der Darmzellen. Nur das To- 
xin dringt in die Darmzellen ein und ruft die Symp- 
tome der Krankheit hervor (s. weiter unten). Andere 
Pathogene bedienen sich unterschiedlicher Strate- 
gien, um in die Wirtszellen einzudringen. So kommt 
es teilweise vor, dass normalerweise phagocytierende 
tierische Zellen (wie viele amöboide Zellen des Im- 
munsystems) Bakterien zwar aufnehmen, diese aber 
nicht vernichten können. In anderen Fällen bringen 
Bakterien tierische Zellen mithilfe von Proteinen, 
die man Invasine nennt, dazu, sie aufzunehmen. So 
bindet beispielsweise das Invasin von Yersinia an die 
Integrinproteine auf der Oberfläche von Säugetierzel- 
len und vermittelt die Internalisierung der Bakterien. 

Die zunehmende Ausbreitung von Resistenzen 
gegen Antibiotika hat Wissenschaftler dazu veran- 
lasst, nach alternativen Methoden zur Behandlung 
von Infektionen zu suchen. So wurden mehrfach 
Vorschläge unterbreitet, sich Adhäsine und Invasine 
zunutze zu machen und den Spieß gegen die eindrin- 
genden Bakterien umzudrehen. Da sich diese Ver- 
suche noch weitgehend in der Testphase befinden, 
sollen hier einige Beispiele kurz erläutert werden. 

Durch Analyse der Bindung in Kombination 
mit Röntgenkristallographie lassen sich Details der 
molekularen Ziele der Adhäsine aufdecken. So bin- 
det beispielsweise das FimH-Adhäsin pathogener 
Escherichia coli Mannosereste an der Oberfläche der 
Glykoproteine von Säugetieren. Mehrere Alkyl- und 
Arylmannosederivate binden mit extrem hoher Af- 
finität an das Adhäsin und können die Anheftung 
an den natürlichen Rezeptor blockieren. Mannose- 
derivate könnten die Grundlage für die Entwicklung 
von Anti-Adhäsin-Medikamenten sein, welche die 
Bindung von Bakterien verhindern. 

Als weiterer Schritt wurde vorgeschlagen, gen- 
technisch harmlose Darmbakterien herzustellen, 
etwa nichtpathogene Stämme von E. coli, und auf 
deren Zelloberflächen die Zieloligosaccharide für die 
Adhäsine zu exprimieren. Dann würden pathogene 
Bakterien sich statt an Säugetierzellen an diese Köder 
anheften. Dadurch ließe sich vermeiden, kostspielige 


Zuckerderivate verabreichen zu müssen, denn die 
Köderstämme von E. coli würden sich im Darm auf 
natürliche Weise vermehren. Zusätzlich könnte einer 
der produzierten Köderstämme mehrere Adhäsin- 
ziele tragen. 

Als dritte Möglichkeit bietet sich an, nichtpa- 
thogene Stämme von E. coli mit Genen für Adhä- 
sine und/oder Invasine von Pathogenen auszustatten. 
Diese harmlosen Stämme würden dann mit den Pa- 
thogenen in Konkurrenz treten und die Rezeptoren 
blockieren. Mithilfe solcher modifizierten Stämme 
könnte man auch Proteinpharmazeutika oder große 
DNA-Abschnitte zur Gentherapie in Säugetierzellen 
einschleusen. Die eingedrungenen E. coli würden 
dann von den Säugetierzellen verdaut und ihre thera- 
peutische Fracht auf diese Weise freigesetzt. 


Bakterien heften sich mithilfe von Proteinen, soge- 
nannten Adhäsinen, an die Oberfläche von Wirtszel- 
len an. Andere, als Invasine bezeichnete Proteine 
ermöglichen das Eindringen in die Wirtszelle. So- 
wohl Adhäsine als auch Invasine bilden potenzielle 
Ziele für neue Antibiotika, wurden bislang aber 
noch nicht mit Erfolg eingesetzt. 


Aufnahme von Eisen durch 
pathogene Bakterien 


Fast alle Bakterien benötigen Eisen als Cofaktor für 
viele Enzyme, vor allem für jene der Atmungsket- 
te. Die Konzentration von freiem Eisen im Körper 
(einschließlich des im Blut enthaltenen) wird durch 
spezialisierte Proteine niedrig gehalten. Diese Pro- 
teine binden Eisen sehr fest. Überschüssiges Eisen 
wird durch Transferrin und Lactoferrin gebunden, 
die als Eisentransporter fungieren, oder durch das 
Eisenspeicherprotein Ferritin. 

Bakterien binden Eisen mithilfe von Chelatbild- 
nern, den sogenannten Siderophoren, und extrahie- 
ren es, wenn nötig, aus Proteinen ihres Wirtes. Die 
Siderophoren werden von den Bakterien sezerniert, 
binden Eisen und werden anschließend durch spezia- 
lisierte Transportsysteme wieder in die Bakterienzelle 
zurücktransportiert. Die meisten Bakterien verfügen 
über verschiedene solcher Eisentransportsysteme, 
die jeweils bei unterschiedlichen Bedingungen zum 
Einsatz kommen. Das vielleicht am besten bekannte 
Siderophor ist Enterochelin (oder Enterobactin), 
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Exkurs 21.1 


Gezielte Entwicklung neuer Antibiotika 


Fehlen den Erregern von Pest und Tuberkulose die hoch 
effektiven Siderophoren, so büßen sie ihre Virulenz weit- 
gehend ein. Da Säugetiere keine Siderophoren produ- 
zieren, bilden ihre einzigartigen Biosynthesewege ein 
attraktives Ziel für die Entwicklung neuer Antibiotika. 
Bei mehreren höchst effizienten Siderophoren, darunter 
Mycobactin und Yersiniabactin, sitzt auf der Siderophor- 
struktur eine Salicylgruppe (Abb.). Das Salicylat wird 
durch ATP aktiviert, wodurch Salicyl-AMP entsteht. Durch 
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gezielte chemische Synthese von Substratanaloga, bei 
denen das Salicylat Uber eine Sulfamoylgruppe (anstelle 
von Phosphat) mit Adenosin verbunden ist, lassen sich 
auBerst aktive und spezifische Inhibitoren der Sidero- 
phorsynthese herstellen. Diese verhindern die Vermeh- 
rung von Mycobacterium und Yersinia bei Eisenmangel. 
Man hofft, durch diesen Ansatz neue Inhibitoren entwi- 
ckeln zu können, die man gegen antibiotikaresistente 
Pathogene einsetzen kann. 
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Yersiniabactin und Salicyl-AMP 

In der Struktur von Yersiniabactin ist die 
Salicylgruppe rot dargestellt. Die Vorstufe 
Salicyl-AMP entsteht durch Aktivierung 
von Salicylat durch ATP. Das Sulfamoyl- 
Analogon Salicyl-AMS inhibiert den Ein- 
bau der Salicylgruppe in Yersiniabactin. 
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Enterochelintransportsystem 


Enterochelin 


21.5 Aufnahme von Eisen 
durch Enterochelin 

Das FepA-Protein ist der äußere 
Membranrezeptor für Enteroche- 
lin. Die nötige Energie für das 
Durchqueren der Membran liefert 
das TonB-System, das sich die 
protonenmotorische Kraft zunutze 
macht. Das FepB-Protein erhält 
Enterochelin von FepA und trans- 
portiert es weiter zu der Permease 
der inneren Membran, die aus FepG 
und FepD besteht. Das FepC-Pro- 
tein versorgt FepGD für den Trans- 
port durch die innere Membran mit 
Energie in Form von ATP. 


ein zyklisches Trimer aus 2,3-Dihydroxybenzoylserin 
(DHBS). Produziert wird es von E. coli und zahl- 
reichen Darmbakterien. Das Fep-Transportsystem 
(Abb. 21.5) transportiert den Enterochelin/Fe-Kom- 
plex über die äußeren und inneren Membranen. En- 
terochelin bindet das Eisen so fest, dass es nach dem 
Transport in die Zelle zerstört werden muss, um das 
Eisen freizusetzen. Fes-Protein, eine Esterase, hydro- 
lysiert Fe**-Enterochelin zu DHBS-Monomeren und 
setzt dabei das Eisen frei. Trotzdem bindet Entero- 
chelin das Eisen nicht fest genug, um es von Trans- 
ferrin, dem wichtigsten Eisen-bindenden Protein im 
Blut, abzulösen. 

Pathogene Bakterien besitzen häufig effektivere 
Siderophoren (einschließlich deren Rezeptorsys- 
teme), die in der Lage sind, Eisen aus Transferrin 
abzuziehen. Zwei Beispiele hierfür sind Mycobac- 
tin, das von Mycobacterium tuberculosis syntheti- 
siert wird, und Yersiniabactin, benannt nach Yersinia 
pestis, dem bakteriellen Erreger der Pest, in dem es 
erstmals entdeckt wurde. Yersiniabactin ist unter pa- 
thogenen Bakterien der Familie der Enterobakterien 
weit verbreitet. Bei Yersinia selbst finden sich die 
Gene für Synthese und Aufnahme zusammengrup- 
piert auf einer mobilen Pathogenitätsinsel. Andere 
virulente Enterobakterien tragen auf Plasmiden Gene 
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für Hämolysin. Dieses Toxin bewirkt die Lyse roter 
Blutkörperchen und verschafft dadurch Zugang zum 
Hamoglobin. 


Bakterien benotigen eine Eisenquelle. Mithilfe von 
Eisenchelatbildnern, den Siderophoren, konkur- 

rieren sie mit anderen Organismen - darunter bei 
bakteriellen Infektionen auch der Wirt - um Eisen. 


Bakterielle Toxine 


Viele pathogene Bakterien dringen nicht nur in euka- 
ryotische Zellen ein und tiberleben in ihnen, sondern 
starten durch die Produktion von Toxinen auch ag- 
gressive Angriffe gegen die Zellen. Im weitesten Sinn 
umfasst der Begriff Toxin sämtliche Moleküle, die eu- 
karyotische Zellen schadigen. Manche der toxischen 
Wirkungen könnte man als „zufällig“ bezeichnen, 
während andere gezielt erfolgen. So entspricht bei- 
spielsweise das bakterielle Endotoxin genau genom- 
men der Lipid-A-Komponente des Lipopolysaccha- 
rids (LPS), das die äußere Membran gramnegativer 
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Tabelle21.1 Beispiele für bakterielle Toxine vom A-B-Typ 


Choleratoxin 
Vibrio cholerae 


Pertussistoxin 
Bordetella pertussis 


Shigatoxin 
Shigella 


Diphtherietoxin 
Corynebacterium diphtheriae 


Exotoxin A 
Pseudomonas aeruginosa 


Botulinustoxin 
Clostridium botulinum 


Ödemtoxin 
Bacillus anthracis 


Letaltoxin 


AB, 
ADP-Ribosylierung des G-Proteins, das Adenylat-Cyclase kontrolliert 


A’B’, (fünf nichtidentische B-Untereinheiten) 
ADP-Ribosylierung des G-Proteins, das Adenylat-Cyclase kontrolliert 


AB; 
Abspaltung von Adenin von 28S-rRNA; Hemmung der Proteinsynthese 


A-B (A = N-terminale Domäne) 
ADP-Ribosylierung des Translationsfaktors EF2; Hemmung der Proteinsynthese 


A-B (A = C-terminale Domäne) 

ADP-Ribosylierung des Translationsfaktors EF2; Hemmung der Proteinsynthese 
A-B 

Zn-abhängige Protease, die Proteine in den Synapsen von Nerven spaltet und so in 
peripheren Nerven die Signalübertragung blockiert 


A-B, (Ödemfaktor plus protektives Antigen) 
Adenylat-Cyclase-Aktivität 


A-B, (Letalfaktor plus protektives Antigen) 


Bacillus anthracis 


Bakterien bildet. Werden solche Bakterien vom Im- 

munsystem abgetötet, zerfallen ihre Zellwände und 

setzen das LPS frei. Der CD14-Rezeptor auf den 

Immunzellen bindet das LPS, was die Ausschüttung 

von Cytokinen auslöst. Bei gleichzeitiger Zerstörung 

zahlreicher Bakterien werden große Mengen LPS frei 
und können einen septischen Schock auslösen. 
Dennoch produzieren die meisten pathogenen 

Bakterien ein Toxin oder mehrere Toxine, die Zellen 

ihres Wirtes gezielt abtöten oder schädigen sollen. 

Weil diese von noch lebenden Bakterien abgegeben 

werden, spricht man von Exotoxinen (oder Ekto- 

toxinen). Bei den meisten bakteriellen Exotoxinen 
handelt es sich um Proteine, die sich anhand ihres 

Wirkortes in drei Gruppen unterteilen lassen: 

1. Typ-I-Toxine dringen nicht in die Zielzelle ein. 
Sie lösen durch die Bindung an einen Rezeptor 
auf der Zelloberfläche eine abträgliche Reaktion 
aus. So produzieren zum Beispiel einige patho- 
gene Stämme von E. coli, die Diarrhö verursa- 
chen, das hitzestabile Toxin a (STa). Dieses Hor- 
monanalogon bindet an Guanylat-Cyclase in der 
Zellmembran tierischer Zellen und bewirkt eine 
Überproduktion von zyklischem GMP. 

2. Typ-U-Toxine wirken auf die Zellmembran der 
Zielzellen ein. Einige bauen Membranlipide ab, 
andere erzeugen Poren in der Membran. Eini- 
ge pathogene E. coli-Stämme, die Nierenschäden 
hervorrufen, synthetisieren beispielsweise Hämo- 


Protease, die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinasen (MAPKKSs) spaltet 


lysin A. Dieses erhielt seinen Namen, weil es 
die Lyse roter Blutkörperchen bewirken kann, es 
zerstört jedoch auch die Membranen zahlreicher 
anderer tierischer Zellen. 

Typ-IH-Toxine dringen in die Zielzelle ein. Sie 
bestehen aus zwei Untereinheiten: einem toxi- 
schen Faktor (A-Protein; A für „aktiv“) sowie 
einer Untereinheit, welche die Bindung vermittelt 
(B-Protein; B für „Bindung“). A- und B-Protein 
können separate Moleküle sein oder auch ver- 
schiedene Domänen eines einzelnen Proteins. 
Bisweilen wird die Bindung auch durch mehrere 
B-Untereinheiten vermittelt; andererseits kennt 
man aber auch Fälle, bei denen mehrere A-Protei- 
ne dieselbe Untereinheit für die Bindung gemein- 
sam haben (Tabelle 21.1). Diese Toxine sind aus 
molekularer Sicht am interessantesten. Daher sol- 
len einige ausgewählte Beispiele dafür detaillierter 
besprochen werden. 


Es sind zahlreiche Bakterientoxine bekannt. Endo- 
toxin bildet den Lipid-A-Anteil von Lipopolysaccha- 
rid. Die Proteintoxine werden danach unterteilt, 
ob sie von außen auf die Zielzelle einwirken, die 
Membran schädigen oder in die Zelle eindringen. 
Die meisten der in die Zielzelle eindringenden To- 
xine bestehen aus toxischen Untereinheiten und 
Bindungsproteinen. 
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ADP-ribosylierende Toxine 


Eine große Familie von Toxinen hydrolysiert den 
Cofaktor NAD zu Nicotinamid und ADP-Ribose. 
Anschließend überträgt das Toxin den ADP-Ribo- 
se-Anteil auf ein Akzeptormolekül, in der Regel ein 
GTP-bindendes Protein. Dadurch verbleibt das Ziel- 
protein in seiner GTP-bindenden Konformation und 
kann nicht mehr seine normale Funktion erfüllen 
(Abb. 21.6). Choleratoxin und Diphtherietoxin ar- 
beiten mittels ADP-Ribosylierung, allerdings haben 
sie unterschiedliche Ziele. Choleratoxin inaktiviert das 
G-Protein, das die Adenylat-Cyclase in tierischen Zel- 
len kontrolliert, Diphtherietoxin greift dagegen den 
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Toxin 
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21.6 ADP-ribosylierende Toxine 

In Nicotinamidadenindinucleotid (NAD) ist ADP-Ribose an 
Nicotinamid gebunden. Diese Bindung wird durch einige 
Bakterientoxine gespalten und die ADP-Ribose mit einem 
GTP-bindenden Protein verknüpft, was eine Abspaltung 
des GTP verhindert. 


Elongationsfaktor EF-2 an, einen in vielen eukaryoti- 
schen Zellen zur Proteinsynthese benötigten Translati- 
onsfaktor. Ursprünglich ging man davon aus, dass die 
toxische Wirkung solcher Toxine, die NAD verwen- 
den, lediglich auf der Zerstörung von NAD beruht. 
Tatsächlich wird durch hohe Toxinkonzentrationen 
das gesamte NAD einer Zelle hydrolysiert, die eigent- 
liche letale Wirkung tritt jedoch bereits bei einer sehr 
viel geringeren Toxinkonzentration ein und ist auf die 
ADP-Ribosylierung der Zielproteine zurückzuführen. 

Die Gene für Choleratoxin und Diphtherietoxin 
sind nicht Bestandteil des Bakteriengenoms. Sie be- 
finden sich vielmehr auf lysogenen Viren, deren DNA 
in das Bakterienchromosom eingebaut ist. Nur Bakte- 
rien mit dem Bakteriophagen produzieren das Toxin, 
alle Bakterien ohne den Phagen sind nichtpathogen. 

Bestimmte andere Bakteriophagen besitzen En- 
zyme, die NAD zur ADP-Ribosylierung von Pro- 
teinen ihrer Bakterienwirte verwenden. Gewöhnlich 
sind mehrere Bakterienproteine modifiziert, sodass 
oft nicht sicher ist, bei welchem es sich um das ei- 
gentliche Ziel handelt. Das Blockieren entscheidender 
zellulärer Enzyme kann den Stoffwechsel des Wir- 
tes stark beeinträchtigen. Die ADP-Ribosylierung hat 
aber auch noch einen komplexeren Effekt: die Modi- 
fizierung von DNA- oder RNA-Polymerasen des Wir- 
tes, sodass diese ihre Spezifität ändern. Beispielhaft 
hierfür sei der Bakteriophage T4 genannt, der die 
RNA-Polymerase seines Wirtes E. coli ADP-ribosy- 
liert. Daraufhin verliert die RNA-Polymerase weitge- 
hend ihre Fähigkeit, E. coli-Gene zu transkribieren, 
funktioniert aber nach wie vor problemlos bei T4-Ge- 
nen. Wie die Ziele von Cholera- und Diphtherietoxin 
bindet auch RNA-Polymerase GTP, obgleich lediglich 
als eines von mehreren möglichen Nucleotiden. 


Viele Toxine entfalten ihre Wirkung durch Anhängen 
einer von NAD stammenden ADP-Ribose-Gruppe an 
ein Zielprotein. Dieses Ziel ist im Allgemeinen ein 
GTP-nutzendes Enzym, dessen Aktivität durch die 
Anwesenheit der ADP-Ribose blockiert wird. 


Choleratoxin 


Das Cholerabakterium Vibrio cholerae dringt nicht 
in die Gewebe seines Wirtes ein. Es heftet sich an die 
Außenseite der Epithelzellen des Dünndarms an und 
verbleibt dort. Schäden entstehen durch die Sekretion 
des Choleratoxins. Dieses greift die Zellen des Dünn- 
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darmepithels an und bewirkt, dass diese Natriumio- 
nen und Wasser in den Darmtrakt abgeben. Zu den 
klinischen Symptomen von Cholera zählt der Verlust 
von Körperflüssigkeiten durch massiven Durchfall, 
der schließlich zum Tod durch Austrocknung führt. 

Die Virulenzproteine von Vibrio cholerae umfas- 
sen sowohl Choleratoxin als auch Adhäsine an der 
Zelloberfläche und in den Pili zur Anheftung an die 
Darmzellen. Die Gene für das Choleratoxin trägt der 
filamentöse Bakteriophage CTXphi, der Vibrio cho- 
lerae lysogenisiert. Die Synthese der Adhäsine und 
des Toxins untersteht einer gemeinsamen Regulation 
durch das ToxR-Protein in der inneren Bakterien- 
membran. Dieses stellt fest, ob sich das Bakterium im 
Darm eines Tieres befindet (anhand von Temperatur, 
pH und Gallensalzen), und aktiviert die Virulenzgene 
(Abb. 21.7). Die interne Domäne des ToxR-Proteins 
bindet direkt an den Promotor dieser Gene. 

Das Choleratoxin besteht aus den beiden Pro- 
teinen A und B, codiert durch die ctxAB-Gene 
(Abb. 21.8). Das ursprüngliche A-Protein wird durch 
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21.7 Regulation der Virulenzgene von Vibrio cholerae 
Das ToxR-Protein von V. cholerae ist in der Cytoplasma- 
membran lokalisiert und stellt fest, ob sich die Zelle in ei- 
nem menschlichen Wirt befindet. Dann aktiviert es direkt 
die Gene für Choleratoxin und die Anheftung. 


eine Protease in Al (23,5 kDa) und A2 (5,5 kDa) 
gespalten, die über eine einzelne Disulfidbrücke 
miteinander verbunden bleiben. Fünf B-Proteine 
(11,6 kDa) bilden eine ringförmige Struktur. Das 
A1-S-S-A2-Protein ragt durch den Ring aus den 
fünf B-Untereinheiten hervor. Choleratoxin bindet 
in eukaryotischen Zellmembranen an ein Glykolipid 
- Gangliosid GM1. Jede B-Untereinheit bindet an 
das Galactoseende eines Gangliosidmoleküls. Nach 
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21.8 Struktur des Choleratoxins und Eindringen in 
die Zelle 

a Choleratoxin besteht aus einem A-Protein und fünf Ko- 
pien des B-Proteins. Das A-Protein wird in zwei Hälften (A 1 
und A2) gespalten und durch eine Disulfidbrücke zusam- 
mengehalten. Das B-Protein bildet einen Ring mit einem 
zentralen Kanal für das A 1-S-S-A2-Protein. b Choleratoxin 
bindet an die Wirtszelle, wenn die fünf B-Untereinheiten das 
Gangliosid GM 1 erkennen. Dann bricht die Disulfidbindung 
von A1-S-S-A2 auf, und A1 kann in die Zelle eindringen. 
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Bindung des A1IA2/B,-Komplexes an die Cytoplas- 
mamembran wird Al durch Reduktion der Disulfid- 
bindung von A2 abgetrennt und dringt in die Zelle 
ein. Das freie B-Protein schützt eukaryotische Zellen 
durch die Konkurrenz um GMI-Bindungsstellen vor 
dem Toxin. 

Nach Eindringen in die Darmzelle spaltet Cho- 
leratoxin NAD in Nicotinamid und ADP-Ribose, 
die dann zur ADP-Ribosylierung von Zielmolekülen 
dient. Das Al-Protein des Choleratoxins kann tat- 
sächlich ganz verschiedene Akzeptoren ADP-ribo- 
sylieren, darunter freies Arginin und seine Derivate 
sowie zahlreiche Proteine. Zudem ADP-ribosyliert 
das Al-Protein auch sich selbst und steigert dadurch 
seine Aktivität um 50 %. Das echte, in vivo letale Ziel 
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21.9 Wirkungsmechanismus des Choleratoxins 


ist ein an der Regulation von Adenylat-Cyclase be- 
teiligtes G-Protein (Abb. 21.9). 

Normalerweise bindet das G-Protein nach Ak- 
tivierung durch ein Signal von außerhalb der Zelle 
zunächst GTP und anschließend an Adenylat-Cy- 
clase und aktiviert diese. Die Hydrolyse von GTP 
ermöglicht die Freisetzung des G-Proteins von der 
Adenylat-Cyclase und führt zu ihrer Deaktivierung. 
Durch die ADP-Ribosylierung eines Argininrestes 
durch Choleratoxin wird die GTP-Hydrolysierung 
verhindert, und das G-Protein bleibt in seinem 
GTP-bindenden Zustand. Das führt zu einer Hy- 
peraktivierung der Adenylat-Cyclase und zu einer 
Überproduktion an zyklischem AMP. Dadurch ge- 
hen letztendlich Natriumionen und Wasser verloren. 


eukaryotische Zellmembran 


GTP 


G-Protein bindet GTP 


PPi 


In ihrem inaktiven Zustand binden G-Proteine GDP. Wird ein G-Protein durch ein externes Signal aktiviert, so wird das GDP 
gegen GTP ausgetauscht. Das G-Protein aktiviert nun Adenylat-Cyclase. Normalerweise wird das GTP hydrolysiert, und das 
G-Protein kehrt wieder in seinen inaktiven Zustand zurück. Choleratoxin spaltet NAD und hängt die ADP-Ribose-Gruppe 

an ein Arginin im G-Protein an. Dies verhindert die Abspaltung von GTP von dem G-Protein. Folglich wird Adenylat-Cyclase 


nicht abgeschaltet und produziert weiter zyklisches AMP. 
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GTP-Analoga, die nicht hydrolysiert werden können 
(wie GMP-P-NH-P oder GMP-P-CH,-P) zeigen ähn- 
liche Wirkungen wie Choleratoxin. 

Choleratoxin und die hitzeempfindlichen Entero- 
toxine anderer Darmbakterien sind im Grunde Vari- 
anten desselben Toxins, allerdings ist Choleratoxin 
effizienter. Die Gene für die hitzelabilen Enteroto- 
xine, die bei einigen pathogenen Stämmen von E. 
coli vorkommen, liegen auf dem Ent-Plasmid, das 
zwischen verschiedenen Stämmen übertragen wer- 
den kann. Diese Toxine haben ähnliche Aminosäu- 
resequenzen wie Choleratoxin und bewirken durch 
den gleichen Mechanismus einen Flüssigkeitsverlust 
im Darm. 


Die Gene für Choleratoxin liegen auf einem in das 
Bakterienchromosom eingebauten Virus. Das Toxin 
hängt an ein G-Protein des Wirtes, das Adenylat- 
Cyclase reguliert, eine ADP-Ribose an. Durch eine 
Überproduktion von zyklischem AMP kommt es zu 
einer Austrocknung. 


Milzbrandtoxin 


Milzbrand wird durch das grampositive Bakterium 
Bacillus anthracis verursacht, das erste Bakterium, 
das als Erreger einer Krankheit nachgewiesen wurde. 
Im Jahr 1877 züchtete Robert Koch diese Mikroorga- 
nismen in Reinkultur und wies nach, dass sie Sporen 
bilden können. Außerdem injizierte er die Bakterien 
in Tiere und rief dadurch Milzbrand hervor. Zu 
den Virulenzfaktoren von Milzbrand gehören die 
Exotoxine und die Kapsel, die beide auf Plasmiden 
lokalisiert sind. Es existieren zwei Plasmide: pXO1 
trägt die regulatorischen Gene und Strukturgene für 
die Exotoxine und pXO2 trägt die Gene für die Kap- 
sel. Die aus Poly-D-glutaminsäure bestehende Kapsel 
schützt gegen Angriffe durch Zellen des Immunsys- 
tems. Wie sich bei einer Sequenzierung des Chro- 
mosoms gezeigt hat, weist Bacillus anthracis abgese- 
hen von seinen Virulenzplasmiden bemerkenswerte 
Ähnlichkeiten zu anderen Bacillus-,,Arten“ auf, etwa 
zu B. cereus (ein verbreitetes Bodenbakterium) und 
B. thuringiensis (das besonders wegen der Produk- 
tion von Toxinen mit Insektizidwirkung bekannt ist, 
die bei transgenen Pflanzen zum Einsatz kommen; 
s. Kap. 14). 

Die Gene für die bekannten Virulenzfaktoren 
von B. anthracis umfassen nur einen geringen Pro- 


zentsatz der DNA von pXO1 und pXO2. So ent- 
hält zum Beispiel das Plasmid pXO1 (184 kb) 143 
vorhergesagte Gene sowie eine Pathogenitätsinsel 
von 45 kb, begrenzt von gegenläufigen Sequenz- 
wiederholungen. In dieser Region liegen die drei 
Gene pag, lef und cya, die für das Bindungsprotein 
beziehungsweise die beiden Exotoxine codieren. 
Die Transkription der Toxingene wird von zwei 
regulatorischen Genen mit trans-Wirkung - atxA 
und atxR - kontrolliert. Die Toxinsynthese reagiert 
auf die Konzentration von Bicarbonat/Kohlendioxid 
und die Temperatur. Diese Faktoren zeigen an, ob 
die Milzbrandbakterien in ein warmblütiges Tier 
eingedrungen sind. 

Die Milzbranderreger produzieren zwei verschie- 
dene Toxinproteine, den Ödemfaktor (EF; engl. 
edema factor) und den Letalfaktor (LF; engl. lethal 
factor). Diese haben beide das gleiche Bindungs- 
protein gemeinsam, das protektive Antigen (PA). 
Das Ödemtoxin besteht aus dem Ödemfaktor plus 
PA, das Letaltoxin aus dem Letalfaktor und PA. Das 
protektive Antigen entspricht also dem B-Protein 
anderer Toxine, denn es erkennt die Wirtszelle und 
bindet an sie. PA bildet einen Ring aus sieben Unter- 
einheiten mit einem zentralen Hohlraum, durch den 
die toxischen Faktoren in die Zielzelle eindringen. 
Bei seiner Synthese liegt das PA-Protein zunächst als 
inaktives Monomer vor (83 kDa). Zur Aktivierung 
muss es von einer Protease des Wirtes gespalten 
werden, wodurch die 63-kDa-Form entsteht (PA63). 
Diese kann oligomerisieren und sich in die Zellmem- 
branen des Wirtes einbauen (Abb. 21.10). 

Der Ödemfaktor fungiert als Adenylat-Cyclase. 
Für sich alleine wirkt er nicht tödlich, aber er er- 
höht die toxische Wirkung des Letalfaktors. Wie sein 
Name schon impliziert, wirkt der Letalfaktor an sich 
schon tödlich, bei fehlendem Ödemfaktor werden 
allerdings höhere Dosen benötigt. Der Letalfaktor 
ist eine Protease und spaltet mehrere Mitogen-akti- 
vierte Proteinkinase-Kinasen (MAPKKs) wie MEKI, 
MEK2 und MKK3, die bei Tieren an der Kontrolle 
der Zellteilung beteiligt sind. Die Spaltung erfolgt 
innerhalb der N-terminalen prolinreichen Region, 
die der Kinasedomäne vorausgeht. Dadurch wird die 
zur Signalübertragung bei Protein-Protein-Wechsel- 
wirkungen benötigte Domäne zerstört. Die tödliche 
Wirkung des Milzbrandtoxins beruht auf der Lyse 
von Makrophagen, die für dieses Toxin besonders 
empfindlich sind. Dadurch werden wiederum große 
Mengen von Interleukinen ausgeschüttet. Diese rufen 
einen Schockzustand mit Versagen von Atmung und/ 
oder Herz hervor. 
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Beim Milzbrandtoxin weisen zwei toxische Proteine 
die gleiche Untereinheit zur Bindung an den Rezep- 
tor auf. Der Ödemfaktor ist eine Adenylat-Cyclase, 
der Letalfaktor spaltet regulatorische Proteine des 
Wirtes. Die Gene für die Untereinheiten des Milz- 
brandtoxins liegen auf Plasmiden. 
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21.10 Aktivierung des protektiven Antigens 

Das auf dem pOX1-Plasmid liegende pag-Gen codiert für 
das protektive Antigen (PA) von Bacillus anthracis. PA wird 
in Form einer inaktiven Vorstufe synthetisiert, die gespal- 
ten und zu einer Ringstruktur zusammengebaut wird. 


Antitoxintherapie 


Selbst nachdem eine Infektion erfolgt ist und die 
eindringenden Bakterien Toxine sezerniert haben, 
gibt es noch Möglichkeiten, den Patienten vor den 
Toxinen zu schützen. Herkömmlich verwendete man 
zur Antitoxinbehandlung Antikörper gegen die Bak- 
terientoxine. Inzwischen werden jedoch neue, gen- 
orientierte Methoden entwickelt. 

Eine dieser Methoden beruht auf dominant- 
negativen Mutationen in der bindenden Unter- 
einheit des Toxins. Defektmutationen führen im 
Normalfall zur Synthese inaktiver Proteine. Gele- 
gentlich entstehen durch die Mutationen jedoch 
auch Proteine, die nicht nur selbst inaktiv sind, son- 
dern zudem auch die funktionsfähige Version des 
Proteins beeinträchtigen. Tritt eine solche Mutation 
in derselben Zelle auf wie die Wildtypversion des 
Gens (also im heterozygoten Zustand), so resultiert 
daraus eine Inaktivierung - daher die Bezeichnung 
dominant-negativ. 

Diese Wirkung kommt in der Regel dadurch 
zustande, dass eine defekte Proteinuntereinheit an 
funktionsfähige Untereinheiten bindet und dadurch 
ein insgesamt inaktiver Komplex entsteht. Folglich 
betreffen die meisten dominant-negativen Mutati- 
onen Proteine aus mehreren Untereinheiten. Gute 
Beispiele hierfür sind die aus mehreren Unterein- 
heiten bestehenden B-Proteine von A- und B-To- 
xinen wie Choleratoxin und Milzbrandtoxin. Von 
dem B-Protein (genauer: dem protektiven Antigen, 
PA) des Milzbrandtoxins hat man gezielt dominant- 
negative Mutationen isoliert. Wenn man die mutier- 
ten Untereinheiten mit aktiven vermischte, wurden 
daraus inaktive Heptamere zusammengebaut, wel- 
che zwar die Letal- oder Ödemfaktorproteine (also 
die A-Untereinheiten) binden, diese aber nicht in 
die Zielzellen transportieren können (Abb. 21.11). 
Durch Behandlung mit dominant-negativem PA- 
Protein konnte man sowohl menschliche Zellen in 
Kultur als auch lebende Mäuse oder Ratten vor 
dem Tod durch letale Dosen des Milzbrandtoxins 
bewahren. 

Als weitere Methode kommt ein Phagen-Display 
infrage (s. Kap. 9), um nichtnatürliche Peptide zu iso- 
lieren, die an Bakterientoxine binden. Solche Pep- 
tide binden typischerweise eher schwach an einzelne 
Proteine. Sind jedoch mehrere Kopien des Peptids 
an ein flexibles Rückgrat gebunden, so erhält man ei- 
nen sogenannten polyvalenten Inhibitor. Es kommt 
zur Bindung an mehrere Zielproteine, was zu einer 
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21.11 Dominant-negative Toxin- 
mutationen 

Das PA63-Protein (protektives 
Antigen) bindet den Letalfaktor 

(LF) und den Ödemfaktor (EF) und 
transportiert diese mittels eines En- 
docytosevesikels in das Cytoplasma 
der Zielzelle. Die dominant-negative 
inhibitorische (DNI) Mutante des 
PA63-Proteins (violett) bildet zusam- 
men mit normalen PA63-Monomeren 
(rosa) einen inaktiven Komplex, der 
die LF- und EF-Toxine nicht vom Ve- 
sikel ins Cytoplasma freisetzen kann. 


Rezeptor 


enorm erhöhten Bindungsaffinität insgesamt führt. 
Damit dies funktioniert, muss das Ziel, wie bereits 
erläutert, ein Protein aus mehreren Untereinheiten meler Toine Naemniee tigen. Eo prienis Panis 
sein - wie etwa das heptamere PA-Protein des Milz- inhibitoren erweisen sich für Toxine mit mehreren 
brandtoxins. Mittels polyvalenter Peptidinhibitoren Rezeptor-bindenden Untereinheiten ebenfalls als 
mit einem Polyacrylrückgrat konnte man Tiere er- wirkungsvoll. 

folgreich vor dem Anthraxtoxin schützen. 


Dominant-negative Mutationen der bindenden Un- 
tereinheiten von Toxinen können die Bindung nor- 
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Virusinfektionen und 
Wirkstoffe gegen Viren 


Viele Krankheiten des Menschen werden durch Vi- 
ren hervorgerufen. Über virale Infektionen ist bis- 
her allerdings weniger bekannt als über bakterielle 
Krankheiten. Das liegt größtenteils daran, dass man 
Vieren nicht alleine in Kultur züchten kann, weil 
sie von einer Wirtszelle abhängig sind. Bis vor nicht 
allzu langer Zeit standen im Kampf gegen Viren 
nur allgemeine Gesundheitsmaßnahmen und Imp- 
fungen zur Verfügung. Erst in letzter Zeit wurden in 
nennenswerter Anzahl spezielle Mittel gegen Viren 
entwickelt. 

Pathogene Bakterien enthalten zahlreiche ein- 
zigartige Komponenten, die sich in eukaryotischen 
Zellen nicht finden und auf die man deshalb mit 
Antibiotika abzielen kann. Viren hingegen sind für 
fast alle ihre Stoffwechselreaktionen von der Wirts- 
zelle abhängig und weisen - abgesehen von den 
Strukturproteinen - im Allgemeinen nur wenige 
einzigartige Bestandteile auf. Infolgedessen sind die 
meisten chemischen Wirkstoffe, die den Stoffwech- 
sel von Viren beeinträchtigen, auch für die Wirts- 
zellen toxisch. 

Ähnlich den pathogenen Bakterien müssen sich 
auch Viren an ihre Wirtszellen anheften und in sie 
eindringen. Erkennungsproteine auf der Oberfläche 
des Viruscapsids binden an spezifische Rezeptoren 
auf der Oberfläche der Wirtszelle. Nach Eindringen 
in die Zelle replizieren sich die Viren auf Kosten 
der Wirtszelle. Diese liefert den Viren nicht nur 
Baustoffe und Energie, sondern stellt auch die zur 
Synthese der Virusproteine erforderlichen Riboso- 


Tabelle 22.1 


men zur Verfügung, darüber hinaus häufig auch 
noch viele der Enzyme, die zur Synthese der viralen 
Nucleinsäuren benötigt werden. Schließlich wer- 
den die neuen Viruspartikel zusammengebaut und 
verlassen die Wirtszelle. Die Stadien des viralen 
Entwicklungszyklus und die jeweils korrespondie- 
renden antiviralen Wirkstoffe sind in Tabelle 22.1 
aufgeführt. Die meisten modernen Mittel gegen Vi- 
ren wurden zur Bekämpfung von HIV entwickelt 
und werden weiter unten in dem Abschnitt über 
Aids vorgestellt. 

Grundsätzlich sollten lösliche Fragmente des Re- 
zeptorproteins der Wirtszelle mit der Zelle um die 
Bindung der Viruspartikel in Konkurrenz treten; so 
ließe sich verhindern, dass diese an die Wirtszelle 
binden. Diese Möglichkeit (z.B. die Verwendung 
von CD4-Fragmenten für HIV) wird derzeit gerade 
erforscht. So verhindern beispielsweise WIN-Subs- 
tanzen (benannt nach dem Pharmakonzern Sterling 
Winthrop pharmaceuticals) Anheftung und Eindrin- 
gen vieler Picornaviren. Zu dieser Virusfamilie ge- 
hören die Enteroviren (z.B. das Poliovirus) und die 
Rhinoviren (eine der Virusgruppen, die einen grip- 
palen Infekt hervorrufen). Viele dieser Viren binden 
an das Protein ICAM-1 (engl. intercellular adhesion 
molecule 1; interzelluläres Adhäsionsmolekül 1) 
auf der Oberflache tierischer Zellen. Dieses passt in 
eine Vertiefung (im Englischen spricht man biswei- 
len auch von einem „Canyon“) in der Hülle des Vi- 
ruspartikels (Abb. 22.1). Am Grunde der Vertiefung 
befindet sich eine hydrophobe Tasche, die norma- 
lerweise ein Lipidmolekiil enthalt. WIN-Substanzen 
verdrangen dieses Lipid und verhindern Konforma- 
tionsänderungen des Viruscapsidproteins VP1, die 
für die Bindung an den Rezeptor erforderlich sind. 
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Man kennt einige wenige antivirale Wirkstoffe, de Interferone steuern die 
ein Eindringen des Virus in die Wirtszelle verhin- Reaktion auf Viren 


dern, zum Beispiel Amantadin beim Influenzavirus 
(s. weiter unten). 

Interferone sind eine Klasse von Proteinen, die in 
tierischen Zellen bei einer Virusinfektion produziert 


Verglichen mit der Zahl der Antibiotika zur Behand- A . 
werden. In einigen wenigen Fällen werden Interferone 


lung bakterieller Infektionen stehen nur relativ 


wenige Wirkstoffe gegen Viren zur Verfügung. auch zur klinischen Behandlung von Virusinfektionen 
Hinzu kommt, dass die meisten dieser Wirkstoffe eingesetzt. (z.B. gegen Hepatitis B und Hepatitis C). Die 
unerwünschte Nebenwirkungen haben. Interferone a und ß (INF « und INF ß) verhindern 


die Replikation der Viren und damit ihre Ausbreitung. 
(Interferon y trägt zwar die gleiche Bezeichnung, un- 
terscheidet sich aber ansonsten vollkommen; seine Bil- 
dung wird nicht durch eine Virusinfektion ausgelöst. 
Es erfüllt eine regulatorische Funktion als Reaktion 
c auf intrazelluläre Pathogene.) Die Sezernierung der 
Interferone a und ß wird ausgelöst durch doppelsträn- 
gige RNA, die typisch für die Replikation der meisten 
RNA-Viren ist. Sie binden an die Interferonrezeptoren 
der infizierten Zelle sowie an die ihrer Nachbarzellen. 
Dies löst lokal den Phosphorelay-Signaltransduktions- 
weg aus, der mehrere an der Bekämpfung von Virusin- 
fektionen beteiligte Gene aktiviert (Abb. 22.2). 

Zu den antiviralen Proteinen, deren Produktion 
durch Interferon ausgelöst wird, gehört Oligoadenylat- 
Synthetase, die ATP in 2’-5-verkniipftes Poly(A) 
umwandelt. Dadurch wird das für die Replikation 
des Virus als Energiequelle benötigte ATP entfernt. 
Zusätzlich aktiviert 2’-5’-Poly(A) eine Endonuclease, 
die virale RNA spaltet. P1-Kinase wird ebenfalls akti- 
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b Ea l viert und phosphoryliert den Initiationsfaktor eIF-2, 
Bodenider a l wodurch die Proteinsynthese zum Stillstand kommt. 
Vertiefung |” f Mx-Proteine sind GTPasen, die vermutlich die RNA- 

F - Polymerasen von Minusstrang-RNA-Viren (wie Influ- 
WIN-Substanz enzavirus, Parainfluenzavirus) behindern. Interferone 


tragen auch zur Aktivierung der Zellen des Immunsys- 
tems bei, wie etwa NK-Zellen (Natural-Killer-Zellen), 
die selektiv mit Viren infizierte Zellen zerstören. 
Interferon a war eines der ersten gentechnisch 
hergestellten Proteine von Säugetieren. Die damit 
erzielten klinischen Wirkungen erwiesen sich jedoch 
mit Ausnahme einiger weniger Fälle als enttäuschend. 
Bei den aktuellen Ansätzen zur antiviralen Therapie 
ist man von den Interferonen abgekommen und zielt 
22.1 WIN-Substanzen und das Picornaviruscapsid eher auf eine Stimulation des RNA-Interferenz-Sys- 
a Picornaviren erlangen durch Bindung an die D1- und tems ab (s. Exkurs 22.1). 
D2-Region von ICAM-1 Zutritt in eine Zelle. Die D1- 
Region bindet an eine Vertiefung („Canyon“) auf der 


Oberfläche des Virus. b WIN-Substanzen binden an die Interferone sind tierische Proteine, die eine Reak- 
Lipidbindungsstelle unterhalb der Erkennungsstelle für tion gegen Virusinfektionen aktivieren. Sie lösen die 
ICAM-1. Sie binden fest an Asn 219, welches das Lipid Synthese verschiedener Enzyme aus, die spezifisch 
verdrängt und verhindert, dass das Virusprotein VP1 an gegen Viren wirken. 


ICAM-1 bindet. 
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22.2 Interferone und antivirale Proteine 

Durch das Vorhandensein von dsRNA in einer infizierten 
Zelle wird die Produktion von INFa und INF ausgelöst. 
Diese werden zu den benachbarten Zellen sezerniert, 
binden an den Interferonrezeptor und aktivieren verschie- 
dene antivirale Proteine. P1-Kinase blockiert die Protein- 
synthese durch Phosphorylierung von elF-2 (einem Initia- 
tionsfaktor der Translation). Oligo(A)-Synthetase wandelt 
ATP in 2’,5’-Poly(A) um; dieses aktiviert die Spaltung der 
dsRNA durch eine Endonuclease und braucht den Vorrat 
an ATP auf. Ohne ATP und Proteinsynthese kann das Virus 
in der Wirtszelle nicht überleben. 


Exkurs 22.1 


Virustherapie mittels 
RNA-Interferenz 


Die Anzahl wirkungsvoller Wirkstoffe gegen Viren ist 
gering, die meisten davon haben zudem Nebenwirkun- 
gen. Als alternative Behandlungsmethoden wurden An- 
tisense-RNA- und Ribozymtherapie vorgeschlagen, von 
denen sich aber bislang noch keine als effektiv erwiesen 
hat. Vielversprechend zur Behandlung von Virusinfektio- 
nen scheint jedoch die RNA-Interferenz (RNAi) zu sein. 

Ausführlich behandelt wurde die RNA-Interferenz 
bereits in Kapitel 5. Durch RNAi schützen sich Wirtszel- 
len vor dem Eindringen von RNA-Viren. Die RNAi zielt 
auf doppelsträngige RNA (dsRNA) ab, die bei der Rep- 
likation des RNA-Virus entsteht, und zerstört sowohl 
die dsRNA als auch die entsprechende einzelsträngige 
RNA (in der Praxis handelt es sich dabei gewöhnlich 
um virale mRNA). Wie zuvor beschrieben, wird RNAi 
durch kurze dsRNA-Moleküle aus etwas mehr als 20 
Nucleotiden ausgelöst, die man als siRNA (für engl. 
short (oder auch small) interfering RNA) bezeichnet. 

Es ist wenig überraschend, dass viele Viren Me- 
chanismen entwickelt haben, um der Zerstörung durch 
RNAi zu entgehen. Bei Säugetieren kann man jedoch 
durch Verabreichen künstlich synthetisierter siRNA von 
rund 17 bis 21 Nucleotiden Länge eine starke RNAi-Re- 
aktion auslösen, selbst gegen Viren mit starken Schutz- 
mechanismen. Die Sequenz der siRNA repräsentiert 
konservierte Abschnitte des RNA-Virusgenoms. 

Als besonders nützlich erweist sich eine RNAi- 
Therapie bei Viren, welche die Atemwege infizieren, 
denn man kann die siRNA leicht durch Inhalation ver- 
abreichen. Inzwischen werden RNAi-Methoden für In- 
fluenzavirus, Parainfluenzavirus und Respiratorisches 
Syncytial-Virus entwickelt. Die siRNA-Sequenzen kön- 
nen in Zellkultur auf ihre Effektivitat analysiert werden, 
bevor man sie an lebenden Organismen anwendet. 
Wie Versuche mit Mäusen gezeigt haben, ergab sich 
ein guter Schutz gegen mehrere Viren der Atemwege. 
Mittlerweile befinden sich die klinischen Tests an 
Menschen für die Anwendung von siRNA gegen das 
Respiratorische Syncytial-Virus in der ersten Phase - 
mit bislang erfolgversprechenden Ergebnissen. 


Das Influenzavirus ist ein 
Minusstrang-RNA-Virus 


Das Influenzavirus, ein Orthomyxovirus, ist ein 
Beispiel für ein einzelsträngiges Minusstrang-RNA- 
Virus. Mit anderen Worten, das Virusgenom liegt in 
dem Viruspartikel in Form einer nichtcodierenden 
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RNA (= Antisense-RNA = Minusstrang) vor. Das 
Influenzaviruspartikel, der Erreger der Grippe, ent- 
hält ein segmentiertes Genom aus acht separaten 
einzelsträngigen RNA-Abschnitten von 890 bis 2341 
Nucleotiden Länge. Diese sind jeweils in ein inne- 
res Nucleocapsid verpackt und von einer äußeren 
Hülle umgeben (Abb. 22.3). Die äußere Membran 
besteht zwar aus Material der Wirtszelle, enthält 
aber vom Virusgenom codierte Proteine wie Neu- 
raminidase, Hämagglutinin und Ionenkanäle. Diese 
Virusproteine werden an den Ribosomen infizierter 
Wirtszellen hergestellt und sind an der Viruserken- 
nung und am Eindringen in weitere Wirtszellen 
beteiligt. Hämagglutinin und Neuraminidase unter- 
scheiden sich bei verschiedenen Influenzastammen 
jeweils leicht, aber nicht unerheblich. Diese Varian- 
ten werden jeweils mit H und N sowie mit Ziffern 
bezeichnet. Bei der Spanischen Grippe von 1918 
handelte es sich beispielsweise um HINI, die sich 
derzeit weltweit ausbreitende Vogelgrippe trägt die 
Bezeichnung H5N1. 

Wenn ein Grippevirus mit einer geeigneten 
Wirtszelle in Kontakt kommt, wird es von der Zelle 
(durch Endocytose) aufgenommen und in einem Ve- 
sikel abgeschnürt. Anschließend werden das Vesikel 
und die Außenhülle des Viruspartikels aufgelöst und 
so die Nucleocapside freigesetzt, die in den Zellkern 
eindringen. Innerhalb des Zellkerns werden die Nuc- 
leocapside zerlegt und die RNA-Molekiile freigesetzt 
(Abb. 22.4). Die Replikation der Influenza-RNA er- 
folgt im Zellkern. Die virale mRNA verlässt dann den 
Zellkern genau wie eine normale zelluläre mRNA 
und wandert zu den Ribosomen im Cytoplasma. 
Hier werden die Proteine für die neuen Viruspartikel 
synthetisiert. 

Da die Gene des Influenzavirus sich auf acht 
separate RNA-Moleküle verteilen, können verschie- 
dene Influenzastimme RNA-Abschnitte unter- 
einander austauschen und neue genetische Kom- 
binationen bilden (Abb. 22.5). Zudem kommt es 
bei der Replikation von RNA mit höherer Rate 
zu Mutationen als bei DNA. Diese beiden Me- 
chanismen führen zu einer enormen genetischen 
Variabilität. Folglich tauchen alle paar Jahre neue 
Grippevirusstämme auf. Durch ihre veränderten 
Oberflächenantigene entgehen die Viren der Erken- 
nung durch das Immunsystem. Diese verschiede- 
nen Influenzastämme unterscheiden sich erheblich 
in ihrer Virulenz. Dies beruht jedoch in gleichem 
Maße auf der Immungeschichte der menschlichen 
Bevölkerung wie auf genetischen Veränderungen 
des Virus. 


Neuraminidase Hämagglutinin 


protein 
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Polymerase einzelsträngige 


(-)-RNA 


22.3 Aufbau des Influenzavirus 

Die Außenhülle des Influenzavirus enthält Neuraminidase, 
Hämagglutinin und lonenkanäle. Innerhalb der äußeren 
Membran sind mehrere einzelne Minusstrang-ssRNA- 
Moleküle gepackt. Jeder dieser Stränge ist von Nucleo- 
capsidproteinen umhüllt. Für jeden ssRNA-Strang ist ein 
RNA-Replikase-Molekül enthalten und gewährleistet die 
Expression. 


Influenzaviren lassen sich in die zwei Hauptgrup- 
pen Influenza A und B unterteilen. Durch Mutatio- 
nen von A und B kommt es aufgrund der langsamen 
Antigendrift zu jährlichen Epidemien. Influenza B ist 
weitgehend auf den Menschen beschränkt und zeich- 
net sich durch eine geringere genetische Variabilität 
aus. Influenza A hat ein breiteres Wirtsspektrum 
(Menschen, Schweine und Geflügel). Deshalb verur- 
sacht Influenza A durch eine Neuzusammenstellung 
von Viren aus verschiedenen Wirten während ge- 
mischter Infektionen einige schlimme, aber weniger 
häufige Epidemien. 

Die bisher schlimmste Influenza-A-Pandemie 
war die Spanische Grippe von 1918/1919; ihr sind 
schätzungsweise rund 50 Millionen Menschen 
zum Opfer gefallen (und damit mehr als im Ersten 
Weltkrieg). Wird es schon bald eine weitere große 
Grippepandemie geben? Die Weltgesundheitsorga- 
nisation WHO (World Health Organization) äußerte 
Bedenken wegen der ungewöhnlich ansteckenden, 
aus Asien stammenden Vogelgrippe (H5N1). Bis- 
lang haben sich schon einige Menschen an Vögeln 
angesteckt. Es besteht die große Gefahr, dass es zu 
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22.4 Entwicklungszyklus des Influenzavirus 


Nach Eindringen in die Wirtszelle wandern die Nucleocapside vor der Zerlegung in den Zellkern. Dort synthetisiert die 
virale Replikase (+)-RNA-Strange und weitere (-)-RNA-Stränge. Die (+)-RNA-Strange werden zu den Ribosomen exportiert, 
wo sie als mRNA fungieren und translatiert werden. Die entstehenden viralen Proteine werden dann zusammen mit den 


(-)-RNA-Strängen zu weiteren Viruspartikeln zusammengebaut. 
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22.5 Die Genome von Influenzaviren können RNA-Segmente austauschen 

Infizieren zwei verschiedene Influenzastämme dieselbe Wirtszelle, so dringen beide Genome in den Zellkern ein. Bei der 
Bildung neuer Viruspartikel kann es vorkommen, dass einige Nucleocapside von Stamm 1 zusammen mit Stamm 2 ver- 
packt werden und umgekehrt. Auf diese Weise können vollständige ssRNA-Moleküle von verschiedenen Influenzastäm- 
men neu gemischt werden und neue Zusammenstellungen ergeben. Bei Schweinen und Vögeln kommt es häufiger zu 


einer solchen Vermischung als beim Menschen. 


einer weiteren Mutation kommt, durch die das Vi- 
rus problemlos von Mensch zu Mensch übertragen 
werden kann. 

Amantadin ist ein trizyklisches Amin, das an 
das M2-Protein bindet, einen der membrandurch- 
spannenden Ionenkanäle in der Außenhülle des In- 
fluenza-A-Virus. Von Influenza B wird M2 nicht ex- 
primiert, deshalb wirkt Amantadin nur gegen Influ- 
enzaviren vom Stamm A. Amantadin blockiert den 
M2-Ionenkanal und somit den Eintritt von Protonen; 
auf diese Weise wird das sogenannte uncoating des 
Viruspartikels, das Freisetzen des Genoms aus Cap- 
sid und Virushülle, verhindert (Abb. 22.6) und damit 
das Eindringen des Virus. Amantadin muss bei einer 
Infektion sehr früh verabreicht werden. Es wurde als 
erster spezifischer und effektiver Wirkstoff gegen Vi- 
ren entdeckt, seine Wirkungsweise wurde jedoch erst 
vor kurzem geklärt. 

Influenzaviren (vom Typ A oder B) können auch 
mit Neuraminidase-Inhibitoren wie Oseltamivir (= 
Tamiflu) oder Zanamivir behandelt werden. Dabei 
handelt es sich um Analoga von N-Acetylneuramin- 
säure. Normalerweise spaltet Neuraminidase diese 
vom Virusrezeptor ab und ermöglicht so die Freiset- 
zung der nächsten Generation von Viruspartikeln. 
Wird Neuraminidase inhibiert, bleiben die Viren- 
nachkommen in den infizierten Zellen gefangen. 


Grippe ist eine extrem häufige Virusinfektion des 
Menschen und einiger Tiere. Das Genom des Influ- 
enzavirus besteht aus acht RNA-Abschnitten mit 
negativer Komplementarität ((-)-RNA-Strangen). In- 
folgedessen ist es durch eine hohe Mutations- und 
Rekombinationsrate gekennzeichnet. Zur Behand- 
lung von Influenzainfektionen stehen nur wenige 
Medikamente zur Verfügung. 


Das Retrovirus HIV, 
der Erreger von Aids 


Aids (für engl. acquired immunodeficiency syn- 
drome; erworbenes Immunschwächesyndrom) wird 
durch das humane Immundefizienzvirus (HIV) 
hervorgerufen, welches das Immunsystem schädigt. 
Die meisten Aidspatienten sterben an opportunisti- 
schen Infektionen. Solche Infektionen treten nur bei 
Patienten mit geschädigtem Immunsystem auf und 
werden von verschiedenen Viren, Bakterien, Protozo- 
en und Pilzen hervorgerufen, die normalerweise rela- 
tiv harmlos sind. Diese nehmen aber die Gelegenheit 
zu einem Angriff wahr, wenn das Abwehrsystem des 
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22.6 Amantadin blockiert den M2-lonenkanal 

Das Amantadinmolekül verhindert das Einströmen von 
lonen durch den M2-Kanal in der Virushiille und verhindert 
so das uncoating und die Freisetzung des RNA-Moleküls. 


Wirtes geschwächt ist. Ohne Immunüberwachung 
kommt es häufig dazu, dass von anderen Viren ver- 
ursachte Krebserkrankungen oder somatische Muta- 
tionen außer Kontrolle geraten. 

HIV infiziert im Blut zirkulierende weiße Blutkör- 
perchen, die der Immunabwehr dienen, die T-Zellen 
oder T-Lymphocyten. Auf der Oberfläche vieler T- 
Zellen findet sich das Protein CD4; es fungiert dort 
als wichtiger Immunrezeptor bei der Immunantwort 
(s.Kap.6). HIV nutzt ebenfalls CD4 als Rezeptor 
(Abb. 22.7). Das Protein gp120 in der äußeren Virus- 
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22.7 HIV nutzt das Protein CD4 als Rezeptor 
HIV-Partikel sind von dem Glykoprotein gp120 umhüllt, 
welches die T-Zellen des Immunsystems erkennt. Das vi- 
rale gp120 bindet an das Protein CD4 auf der Oberfläche 
der T-Zelle. Daraufhin wird das Viruspartikel in die T-Zelle 
aufgenommen und macht sich die Zellmaschinerie zur 
Produktion weiterer Viruspartikel zunutze. 


hülle von HIV ist ein Glykoprotein mit einer Molekiil- 
masse von 120 kDa. Es erkennt und bindet an CD4, 
was für das Eindringen des Virus erforderlich ist. 

Das CD-Protein findet sich auch auf der Oberflä- 
che einiger anderer Zellen des Immunsystems, den 
Monocyten und Makrophagen. HIV schädigt diese 
beiden Zelltypen nicht ernsthaft, aber die Zellen 
werden dadurch zu Reservoiren, um das Virus über 
weitere T-Zellen zu verbreiten. Die Schädigung der 
T-Zellen ist am kritischsten für die Funktion des 
Immunsystems. Ist HIV erst einmal in die T-Zelle 
eingedrungen, baut sich die DNA-Form des Retrovi- 
rusgenoms in das Wirtschromosom ein und beginnt, 
Virusgene zu exprimieren. An den Ribosomen des 
Wirtes werden virale Proteine synthetisiert. Insbeson- 
dere gp120 wird in großen Mengen produziert und in 
die Membran der Wirtszelle eingebaut. Infolgedessen 
tragen infizierte T-Zellen das gp120-Protein des HIV- 
Partikels an ihrer Oberfläche. Diese bindet an das 
CD4-Protein anderer T-Zellen. Das hat zur Folge, 
dass mehrere T-Zellen verklumpen und miteinan- 
der fusionieren (Abb. 22.8). Die riesige Mehrfachzelle 
stirbt bald ab. Ungefähr 70% der T-Zellen des Kör- 
pers tragen den CD4-Rezeptor. Wenn sie nach und 
nach absterben, schwächt sich die Immunantwort im 
Laufe von fünf bis zehn Jahren immer mehr ab. 
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22.8 Fusion infizierter T-Zellen 

Nach dem Eindringen von HIV in die T-Zelle werden große 
Mengen von gp120 synthetisiert und in die Membran der 
Wirtszelle eingebaut. T-Zellen mit gp120 in der Membran 
binden über den CD4-Rezeptor an andere T-Zellen, die 
daraufhin miteinander verschmelzen. Dies setzt sich so 
lange fort, bis sich große Klumpen von T-Zellen gebildet 
haben. Diese sterben bald ab und schwächen das Immun- 
system. 


Aids wird durch ein Retrovirus hervorgerufen, 
welches das CD4-Protein auf der Oberfläche von 
T-Zellen als Rezeptor nutzt. Durch Beschädigung 
der T-Zellen kommt es zu einer Beeinträchtigung 
des Immunsystems, und der Körper wird anfälliger 
für andere Infektionen. 


Chemokinrezeptoren 
fungieren als Corezeptoren 
für HIV 


Damit HIV in T-Zellen eindringen kann, muss das 
Virus sowohl an den CD4-Rezeptor als auch an ei- 
nen von mehreren Chemokinrezeptoren binden, die 
als Corezeptoren fungieren. Bei den Chemokinre- 
zeptoren handelt es sich um Membranproteine mit 
sieben Transmembransegmenten. Sie binden Che- 
mokine, eine Gruppe von ungefähr 50 kleinen Bo- 
tenpeptiden, welche die weißen Blutkörperchen des 
Immunsystems aktivieren und zur Stelle der Infekti- 
on locken. Die wichtigsten Chemokinrezeptoren für 
das Eindringen von HIV sind CCR5 und in geringe- 
rem Umfang CXCR4. 

Ein kleiner Teil der Bevölkerung ist von Natur aus 
resistent gegen eine Infektion durch das Aidsvirus; 
dafür sind größtenteils Mutationen von CCR5 ver- 
antwortlich. Das CCR5A32-Allel weist eine Deletion 
von 32 Basenpaaren auf und führt zur Synthese eines 
nicht funktionsfähigen CCR5-Proteins. Für CCR5A32 
homozygote Individuen sind weitaus weniger anfällig 
für eine HIV-Infektion (obgleich nicht völlig resis- 
tent). Ist eine solche Person infiziert, schreitet die 
Krankheit sehr viel langsamer voran. Etwa 2% aller 
Europäer sind homozygot und 14% heterozygot für 
CCR5A32. Heterozygote scheinen mäßig geschützt 
und zeigen einen langsameren Krankheitsverlauf, 
aufgrund geringerer Mengen des CCR5-Proteins auf 
der Oberfläche ihrer T-Zellen. Entstanden ist das 
CCR5A32-Allel einer Datierung zufolge vor rund 
700 Jahren zur Zeit des „Schwarzen Todes“ in Nord- 
westeuropa. Vielleicht wurden die Defekte an CCR5 
selektioniert, weil sie eine Resistenz gegen die Pest 
vermittelten. Eine unterschiedliche Anfälligkeit ge- 
gen Aids ergibt sich auch aus Veränderungen der 
DNA-Sequenz für den Promotor des CCR5-Gens. 
Vermutlich sorgen diese dafür, dass unterschiedliche 
Mengen CCRS5-Protein synthetisiert werden. 
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Bereits vorhandene Rezeptoren, welche die Auf- 
nahme wichtiger Moleküle in tierische Zellen steu- 
ern, bilden häufig Ziele für Viren. Es ist durchaus 
möglich, dass dasselbe Wirtszellprotein von nicht 
miteinander verwandten infektiösen Erregern - ob 
Viren oder Bakterien - als Rezeptor verwendet wird. 
Das Myxomatosevirus, das bei Kaninchen eine Im- 
munschwäche hervorruft, nutzt ebenfalls CCR5- und 
CXCR4-Chemokinrezeptoren. Welche Rezeptoren 
vom Pockenvirus des Menschen und anderen ver- 
wandten Pockenviren verwendet werden, ist noch 
nicht bekannt. Andere Pathogene, darunter der Ma- 
lariaerreger, zielen ebenfalls auf Chemokinrezeptoren 
ab, allerdings nicht auf CCR5 und CXCR4. Derzeit 
versuchen Wissenschaftler herauszufinden, welche 
Funktionen verschiedene Rezeptoren auf Immun- 
zellen erfüllen. Dadurch erhofft man sich, besser zu 
verstehen, wie Viren diese zu ihrem eigenen Vorteil 
nutzen. 


Für das Eindringen von HIV in seine Zielzellen sind 

Corezeptoren erforderlich. Die natürliche Resistenz 
gegen Aids entsteht durch Defekte der Corezepto- 

ren, vor allem des CCR5-Chemokininrezeptors. 


Behandlung von Aids 


Vor einiger Zeit hat Aids Malaria bei den Infektions- 
krankheiten weltweit als Haupttodesursache abgelöst. 
Bislang ist Aids noch nicht vollständig heilbar, und 
es gibt noch keinen wirkungsvollen Impfstoff. Durch 
verschiedene Behandlungsmöglichkeiten lässt sich 
das Leben der Patienten jedoch deutlich verlängern. 
Als grundlegendes Problem bei allen Medikamenten 
gegen Aids erweist sich, dass HIV ein RNA-Virus ist 
und somit eine relativ hohe Mutationsrate aufweist. 
HIV mutiert mit einer Rate von ungefähr einer Base 
pro Genom und Replikationszyklus. Selbst innerhalb 
eines Patienten liegt HIV als Schwarm nahe ver- 
wandter Varianten vor, die man als Quasispezies be- 
zeichnet. Daher tauchen relativ häufig gegen einzelne 
Medikamente resistente HIV-Stämme auf. Bei allen 
Versuchen zur Bekämpfung von Aids (Abb. 22.9) - 
ob durch Impfstoffe, Inhibitoren der Proteinprozes- 
sierung oder Antisense-RNA - stellt sich das glei- 
che Problem: HIV mutiert und produziert resisten- 
te Varianten. Durch gleichzeitige Behandlung mit 
mehreren Medikamenten, die auf verschiedene Ziele 


einwirken, lässt sich dieses Problem teilweise in den 
Griff bekommen. 

Eines der ersten gegen Aids eingesetzten Me- 
dikamente war Azidothymidin (AZT, oder Zido- 
vudin), ein Analogon von Thymidin, dem die 3’- 
Hydroxylgruppe fehlt. Daneben werden verschiedene 
andere Nucleosidanaloga verwendet, denen die 
3’-Hydroxylgruppe ebenfalls fehlt. AZT und andere 
3’-Desoxy-Basenanaloga werden von der Zelle in 
das 5’-Triphosphat umgewandelt und anschließend 
während der reversen Transkription in die wach- 
sende DNA-Kette eingebaut (Abb. 22.10). Da AZT 
keine 3’-Hydroxylgruppe aufweist, kann die DNA- 
Kette nicht verlängert werden. AZT wirkt also als 
DNA-Ketten-Terminator. Auch wenn AZT von der 
viralen Reversen Transkriptase eher eingebaut wird 
als von den meisten Wirtszell-DNA-Polymerasen, ist 
es nicht völlig spezifisch. Als wesentlicher Nachteil 
erweist sich, dass AZT die Synthese der Wirts-DNA 
in nicht infizierten Körperzellen teilweise inhibiert. 
Insbesondere auf Knochenmarkszellen (B-Zellen), 
die ebenfalls Bestandteil des Immunsystems sind, hat 
es eine toxische Wirkung. Mutationen der Reversen 
Transkriptase von HIV können zu einer Resistenz 
gegen Basenanaloga führen. So erhöht beispielsweise 
Met41Leu (d.h. der Austausch von Methionin an Po- 
sition 41 gegen Leucin) die Resistenz gegenüber AZT 
um das Vierfache, und eine zweite Mutation von 
Thr215Tyr ergibt eine 70-fach erhöhte Resistenz. 

Bestimmte Medikamente, die nicht am aktiven 
Zentrum binden, können die Reverse Transkriptase 
ebenfalls inhibieren. Man bezeichnet sie als nicht- 
nucleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren 
(NNRTI; Abb. 22.11). Sie binden an einer anderen 
Stelle, relativ nahe am aktiven Zentrum, an das En- 
zym. Dadurch wird die Struktur der Reversen Tran- 
skriptase verändert und ihre Aktivität unterbunden. 
Leider kommen Mutationen, welche die NNRTI- 
Bindungsstelle verändern, recht häufig vor, weshalb 
resistente Reverse-Transkriptase-Enzyme entstehen. 
Daher werden diese Medikamente im Allgemeinen 
in Kombination mit Nucleosidanaloga eingesetzt. 

Die meisten einzelnen HIV-Proteine werden bei 
ihrer Synthese zu Polyproteinen verbunden und müs- 
sen daher zunächst von der HIV-Protease ausein- 
andergeschnitten werden. So entsteht beispielsweise 
bei der Transkription und Translation des env-Gens 
gp160, das in gp41 und gp120 gespalten wird. Das 
gag-Gen codiert für ein Polyprotein, das die Proteine 
der Virushülle umfasst. Folglich ließe sich durch eine 
Hemmung der Polyproteinspaltung der Zusammen- 
bau der Viruspartikel verhindern. Die HIV-Protease 
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22.9 Mögliche Schritte der Hemmung von HIV 

HIV-Infektionen könnten an den folgenden Schritten unterbunden werden: 1) An der Zelloberfläche könnten konkurrie- 
rende Moleküle ein Anheften der Viren verhindern. 2) Enzyminhibitoren könnten die Wirkung der Reversen Transkriptase 
blockieren. 3) Man könnte den Einbau des Virusgenoms verhindern. 4) Verhinderung der Transkription und Translation. 
5) Würde das Verpacken und Knospen der Virionen verhindert, so würde dies andere Zellen vor Infektionen schützen. 
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22.10 Nucleosidanaloga wirken als Kettentermina- 
toren 

Zwei Beispiele für Kettenterminatoren sind Azidothymidin 
(AZT) und Acyclovir, die Thymin beziehungsweise Guanin 
ersetzen. Bei AZT befindet sich an der 3’-Position des 
Desoxyriboseringes statt einer Hydroxylgruppe eine Azi- 
dogruppe. Bei Acyclovir ist der gesamte Desoxyribosering 
verandert. In beiden Fallen werden die Analoga wahrend 
der von der Reversen Transkriptase vermittelten Reaktion 
in die DNA eingebaut. Nach Einbau des Analogons kann 
die Reverse Transkriptase die DNA-Kette nicht mehr wei- 
ter verlängern, weil den Analoga die 3’-OH-Gruppe fehlt, 
an die das nächste Nucleotid angefügt würde. 


erkennt und bindet einen Abschnitt aus sieben Ami- 
nosäuren in der Umgebung der Spaltungsstelle. Die- 
ser Schritt kann durch Protease-Inhibitoren (auch 
Proteinase-Inhibitoren) blockiert werden - Analoga 
mehrerer Aminosäuren in der Nähe der Spaltstelle 
(Abb. 22.12). Saquinavir ist zum Beispiel ein Analo- 
gon von Asn-Tyr-Pro. 

Gegenwärtig favorisiert man in der Aidstherapie 
den Ansatz, drei Medikamente mit unterschiedlichen 
Wirkmechanismen in Kombination einzusetzen. Da- 
bei ist zu beachten, dass die verschiedenen Medi- 
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22.11 Nichtnucleosidische Reverse-Transkriptase- 
Inhibitoren 

Die chemische Struktur von drei NNRTIs, die derzeit in 
Verwendung sind: Nevirapin, Delavirdin und Efavirenz. Sie 
wirken spezifisch auf HIV-1, erzielen jedoch keine Wirkung 
bei HIV-2. 


kamente nicht nacheinander eingenommen werden, 
weil sich dann gegen jedes Medikament Resistenzen 
entwickeln können. Erfolgt die Verabreichung der 
drei Präparate jedoch gleichzeitig, so werden eventu- 
ell auftauchende Virusmutanten, die gegen eines der 
Medikamente resistent sind, durch die anderen ab- 
getötet. Ein typischer Medikamentencocktail besteht 
beispielsweise aus einem Reverse-Transkriptase-Inhi- 
bitor, Hydroxyharnstoff und einem Protease-Inhibitor. 
Seit dem Jahr 1995, seit Protease-Inhibitoren zur Ver- 
fügung stehen, sind die Sterbefälle infolge von Aids 
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Abb. 22.12 Protease-Inhibitoren 
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a HIV-1-Protease erkennt Asn-Tyr-Pro und spaltet das Protein zwischen dem Tyrosin- und dem Prolinrest. b Die Struktur 
von Saquinavir ahmt diese drei Aminosäuren nach. HIV-1-Protease bindet an Saquinavir, kann es aber nicht spalten oder 


freisetzen, weil die Spaltungsstelle fehlt. 


in Ländern, deren Einwohner sich eine kostspielige 
Langzeitbehandlung mit teuren Arzneimitteln leisten 
können, um 50-80 % gesunken. Im Jahr 2000 erhielt 
etwa ein Drittel der HIV-positiven Amerikaner eine 
Behandlung, 80% davon in Form eines Cocktails, 
der Protease-Inhibitoren enthielt. In den Vereinigten 
Staaten entstehen durch die Behandlung mit solchen 
Cocktails monatliche Kosten von 800 bis 1500 Dollar, 
allerdings sinken diese Kosten nach und nach. 

Zu den entscheidendsten Kniffen bei der Zusam- 
menstellung dieser Cocktails zählt, dass sie auch Hy- 
droxyharnstoff enthalten. Hydroxyharnstoff inhibiert 
Enzyme der menschlichen Wirtszelle, die das Aidsvi- 
rus für seine Replikation benötigt. Weil menschliche 


Gene für diese Proteine codieren, kann das Virus 
nicht mutieren und Hydroxyharnstoff-resistente En- 
zyme bilden. Während sich dies als vorteilhaft erweist, 
stellt sich bei Hydroxyharnstoff aber das Problem, dass 
er die menschliche DNA-Replikation hemmt. Daher 
kann man ihn nicht in so hohen Dosen verabreichen, 
dass die gesamte DNA-Replikation unterbunden wird. 


In jüngster Zeit entwickelte antivirale Wirkstoffe 
richteten sich gegen Aidsviren. Hierzu zählen 
Nucleosidanaloga (Kettenterminatoren), nichtnuc- 
leosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren und 
Protease-Inhibitoren. 
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Infektiöse Prion-Krankheiten 


Prionen sind Proteine mit einzigartigen Eigenschaf- 
ten. Sie können erbliche, spontan auftretende oder 
infektiöse Krankheiten auslösen. Das Prion-Protein 
(PrP) liegt in zwei Konformationen vor, in der nor- 
malen, harmlosen „zellulären“ Form (PrP©) und in 
der pathogenen Form (PrP*‘) - benannt nach Scra- 
pie, der Traberkrankheit von Schafen (Abb. 22.13). 
Abnorme Prion-Proteine binden an ihre normalen 
Verwandten und bewirken eine Konformationsände- 
rung in die pathogene Form. Schon eine kleine Zahl 
falsch gefalteter Proteine kann somit die Population 
normaler Proteine zerrütten. Dies führt mit der Zeit 
zur Degeneration von Nervenzellen und schließlich 
zum Tod. 

Durch Mutationen innerhalb des Prnp-Gens, das 
für das Prion-Protein codiert, können Prionen mit 
einer stark erhöhten Wahrscheinlichkeit für eine feh- 
lerhafte Faltung entstehen. Dadurch werden erbliche 
Prion-Krankheiten hervorgerufen. Man kennt meh- 
rere klinisch abweichende Varianten, je nach genauer 
Lokalisation der Mutation innerhalb des Prion-Prote- 
ins und der Art des Aminosäureaustauschs. Am häu- 
figsten tritt die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) 
auf. Selbst bei normalen Prionen kommt es gelegent- 
lich zu einer fehlerhaften Faltung. Dadurch entstehen 
spontane Prion-Krankheiten - in der menschlichen 
Bevölkerung geschieht das mit einer Rate von unge- 
fähr eins zu einer Million. 
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22.13 Normale und pathogene Formen des Prion- 
Proteins 

Die Struktur von PrP® ist links, die von PrPS* rechts darge- 
stellt. Auffällig ist der stark erhöhte Anteil an 6-Faltblattern 
in der PrPS*-Struktur. Aus Eghiaian (2005). Structuring the 
puzzle of prion propagation. Curr Opin Struct Biol 15: 724- 
730. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung. 


Werden die Prionen mit der abnormen Konfor- 
mation auf einen anderen empfänglichen Wirt über- 
tragen, so ruft diese eine infektidse Prion-Krank- 
heit hervor, man spricht von der Transmissiblen 
Spongiformen Encephalopathie (TSE). Eine solche 
Infektion kann durch Eindringen der PrP‘‘-Form 
des Prions von Zelle zu Zelle und von Tier zu Tier 
übertragen werden, wobei die Tiere der gleichen Art 
oder auch verschiedenen Arten angehören können. 
Neue Opfer können sich nur unter bestimmten Vo- 
raussetzungen mit Prionen infizieren. Sie müssen 
dazu abnorme Prion-Proteine von infiziertem Ner- 
vengewebe - insbesondere aus dem Gehirn - auf- 
nehmen. Wie die Infektion genau vonstatten geht, ist 
noch unklar. Zu den bekanntesten Prion-Krankhei- 
ten zählen: 

1. Scrapie (Traberkrankheit), eine Krankheit von 

Schafen und Ziegen; 

2. Kuru, eine bei Kannibalen auftretende Krank- 
heit; 

3. Rinderwahnsinn, offiziell als Bovine Spongifor- 
me Encephalopathie (BSE) bezeichnet; 

4. Chronic Wasting Disease (CWD) von Rotwild. 

Anders als die anderen TSEs kann diese offenbar 

über den Speichel übertragen werden. 


Für die Krankheit Scrapie, von der Schafe und ihre 
Verwandten befallen werden, gibt es aus Europa 
schon mehrere Hundert Jahre alte Belege. Der eng- 
lische Name dieser Krankheit leitet sich von dem 
Verhalten infizierter Schafe ab, die sich ständig an 
Zäunen, Bäumen oder Wänden scheuern (engl. to 
scrape) und sich dabei häufig ernsthafte Verletzungen 
zuziehen. Nur bestimmte Schafsrassen sind emp- 
findlich für diese Krankheit, denn die Rassen wei- 
sen geringe Unterschiede in den Prion-Sequenzen 
auf. Durch verwesende Kadaver von Schafen können 
Prion-Proteine auf das Weideland gelangen. Auf die- 
se Weise können die in der Regel stabilen und lang- 
lebigen Prion-Proteine von gesunden Schafen beim 
Grasen aufgenommen werden. 

Die Krankheit Kuru trat ausschließlich beim 
Stamm der Fore in Neuguinea auf und wurde durch 
rituellen Kannibalismus übertragen. Den Frauen 
wurde die Ehre zuteil, die Gehirne verstorbener Ver- 
wandter zuzubereiten und an deren rituellem Ver- 
zehr teilzuhaben. Infolgedessen waren 90% der Op- 
fer Frauen und die sie begleitenden Kleinkinder. Bis 
zum Auftreten der Symptome konnten zehn bis 20 
Jahre vergehen; danach führte der Krankheitsver- 
lauf aber über Kopfschmerzen und Unsicherheiten 
beim Gehen innerhalb von ein bis zwei Jahren zum 
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Tod durch Absterben von Nervenzellen. Seit 1959 
der Kannibalismus eingestellt wurde, hat keiner der 
danach geborenen Stammesangehörigen mehr Kuru 
bekommen. 

Die als Spongiforme Encephalopathie bezeich- 
neten schwammartigen Veränderungen des Gehirns, 
die auf Prionen mit abnormer Konformation zu- 
rückzuführen sind, können bei allen Säugetierarten 
auftreten. Neben Scrapie, BSE und CWD sind bei an- 
deren Tieren auch noch weitere Prion-Krankheiten 
bekannt, über die man jedoch noch weniger weiß. 
Im Grunde handelt es sich immer um die gleiche 
Krankheit, denn es gibt nur ein einzelnes Prion-Gen, 
das für ein einzelnes Prion-Protein codiert, welches 
im Gehirn aller Säugetiere vorkommt. Die Symptome 
variieren etwas von Art zu Art. Nach einer längeren 
Inkubationszeit kommt es schließlich zur Degenera- 
tion und zum Absterben von Zellen des Zentralner- 
vensystems. Wie der populäre Name Rinderwahnsinn 
schon andeutet, führt die fortschreitende Degene- 
ration des Gehirns und des übrigen Nervensystems 
dazu, dass sich die infizierten Tiere in den späteren 
Stadien der Krankheit sehr eigenartig verhalten. 

Ausgebreitet hat sich der Rinderwahn durch die 
Intensivmethoden der Landwirtschaft. Tierische 
Überreste - einschließlich der Gehirne - wurden 
zermahlen und wieder zu Tierfutter verarbeitet. In 
Futter für Kühe wurden die Kadaver von Schafen 
verarbeitet, deshalb hat man Rinderwahnsinn, der 
1986 in England als Epidemie ausbrach, ursprünglich 
auf an Scrapie erkrankte Schafe zurückgeführt. Aller- 
dings haben die Bewohner in England und anderen 
europäischen Ländern schon seit dem 18. Jahrhun- 
dert Schafe mit Scrapie verzehrt, ohne dass sich 
irgendwelche Anzeichen von Krankheit bemerkbar 
machten. Ebenso wenig haben irgendwelche ande- 
ren Nutztiere, einschließlich Kühe, jemals Scrapie 
bekommen, obwohl sie auf den gleichen Weiden 
grasten wie die Schafe. Außerdem sind Prionen von 
Schafen für Kühe nicht infektiös. Deshalb ist man 
inzwischen zu der Ansicht gelangt, dass im Gehirn 
einer Kuh, irgendwo in England Ende der 1970er- 
oder Anfang der 1980er-Jahre, durch einen zufälligen 
Flip-Flop-Mechanismus ein normales Prion in die 
abnorme Konformation umgewandelt wurde. Die ab- 
normen Kuh-Prionen gelangten dann durch Wieder- 
verwertung von Abfällen in das Tierfutter, konnten 
sich so ausbreiten und schließlich eine Epidemie 
verursachen. Nach Ausbruch des Rinderwahnsinns 
in England wurde die Wiederverwertung tierischer 
Abfälle zu Futtermitteln verboten, und infizierte Her- 
den wurden vernichtet. 


Rinderwahnsinn ist auch auf den Menschen über- 
tragbar, allerdings ist die Infektionsrate äußerst nied- 
rig. Die ersten Fälle beim Menschen wurden 1996 
nachgewiesen und als vCJD (engl. variant Creutz- 
feldt-Jakob disease) bezeichnet, um die Herkunft zu 
verschleiern. Wenn die abnormen Kuh-Prionen den 
Menschen infizieren, treten jedoch die für Rinder- 
wahnsinn charakteristischen Prion-Konformationen 
auf, nicht die der echten CJK. Bei Menschen mit CJK 
oder Kuru weisen die abnormen Prionen eine etwas 
andere Konformation auf. Dass sehr zufällig verstreut 
unter der gesamten Bevölkerung Menschen dem 
Rinderwahnsinn zum Opfer fielen, deutet darauf hin, 
dass nur relativ wenige Menschen anfällig für diese 
Infektion sind. Bis 2006 waren nur rund 200 Men- 
schen, überwiegend in England, an BSE erkrankt. 
Berechnungen lassen auf eine durchschnittliche In- 
kubationszeit von 15 Jahren schließen. Daher wird 
die Zahl der Fälle wahrscheinlich auf 300 ansteigen. 
Damit liegen diese Schätzungen erheblich unter vie- 
len früheren, recht emotional geprägten Vorhersagen. 
Sie zeigen, wie niedrig die Infektiösität von Prionen 
wirklich ist, wenn sie zwischen verschiedenen Arten 
übertragen werden. 


Prion-Krankheiten - Scrapie, Creutzfeldt-Jakob- 
Krankheit und Rinderwahnsinn (BSE) - sind auf 
eine abnorme Konformation des Prion-Proteins zu- 
rückzuführen, das in großen Mengen in Nervenge- 
weben, vor allem in Gehirn, synthetisiert wird. Man 
kennt erbliche, infektiöse und spontane Varianten 
von Prion-Krankheiten. 


Nachweis pathogener 
Prionen 


Das Auftreten von Rinderwahnsinn (BSE) hat es er- 
forderlich gemacht, Rinder und deren Produkte auf 
die Anwesenheit der pathogenen Form des Prion- 
Proteins (PrP”*) zu testen. Dies geschieht derzeit 
mit einem immunologischen Nachweis. Obwohl sich 
die dreidimensionale Konformation der normalen 
(PrP°) und der pathogenen (PrP*) Form unterschei- 
den, ist es bislang noch nicht gelungen, für jede Form 
spezifische Antikörper zu erlangen. Da die patho- 
gene Form der Prionen resistent gegen Protease ist, 
werden die Proben zunächst mit Protease behandelt, 
um die normale (PrP©) Form abzubauen, und dann 
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22.14 PMCA-Technik (protein 
misfolding cyclic amplification) 
Zur Amplifikation muss man PrPS* 
in mehreren Zyklen in Anwesen- 
heit eines Überschusses an PrP 
inkubieren und anschließend einer 
Sonifikation unterziehen. Während 
der Inkubationszeit nimmt die 
Größe der PrP$“-Aggregate (violett) 
aufgrund des Einbaus von norma- 
lem Prion-Protein (blau) zu. Durch 
die Ultraschallbehandlung werden 
die Aggregate aufgebrochen, und 
es entstehen weitere pathogene 
Einheiten, die eine Umwandlung 
bewirken können. 


Sonifikation 


Fragmentierung 


Sonifikation 


Fragmentierung 
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einem immunologischen Test durch Western Blot- 
ting (s. Kap.6) unterzogen. Die ganze Prozedur ist 
sehr mühsam und nur mäßig empfindlich. Deshalb 
wäre ein Test äußerst wünschenswert, mit dem sich 
eine Prion-Krankheit schon vor Auftreten der Symp- 
tome nachweisen lässt, um genügend Zeit für eventu- 
elle Behandlungen zu haben. 

Durch die PMCA-Technik (engl. protein misfol- 
ding cyclic amplification) kann man Prionen mit ab- 
normer Konformation auf analoge Weise amplifizie- 
ren wie DNA mittels PCR (Abb. 22.14). Dies ermög- 
licht einen sehr viel sensitiveren Nachweis von PrPS¢ 
in klinischen Proben. Dazu mischt man kleine Pro- 
ben, die vermutlich PrPS° enthalten, mit normalem 
Gehirnhomogenat mit einem Überschuss an norma- 
lem PrP“. Das PrP“ wird nun in PrP% umgewandelt 
und in die wachsenden PrP*-Aggregate eingebaut. 
Anschließend wird die Probe dann einer Sonifikation 
(Ultraschallbehandlung) unterzogen, um die Aggre- 
gate aufzubrechen. Der gesamte Vorgang wird meh- 
rere Male wiederholt. Nach fünf Zyklen lässt sich im 
Allgemeinen eine 60-fache Zunahme erzielen. 


Prionen sind technisch schwer nachzuweisen. 
Durch zyklische Amplifikation von Prionen (PMCA- 
Technik) konnte die Empfindlichkeit des Nachwei- 
ses enorm gesteigert werden. 


Behandlungsmöglichkeiten 
für Prion-Krankheiten 


Derzeit gibt es für keine der Prion-Krankheiten eine 
wirkungsvolle Behandlungsmöglichkeit, obwohl 
zahlreiche Wirkstoffe getestet wurden und werden. 
Nur relativ wenige Medikamente können die Blut- 
Hirn-Schranke effektiv überwinden. Bei einem zufäl- 
ligen Screening derjenigen, die dazu in der Lage sind, 
ergab sich jedoch, dass sich aus infizierten tierischen 
Zellen in Kultur sowohl mit Quinacrin als auch mit 
Chlorpromazin Prionen eliminieren ließen. (Quinac- 
rin ist ein selten verwendetes Mittel gegen Malaria, 
Chlorpromazin wird verbreitet zur Behandlung von 
Schizophrenie eingesetzt.) Bei lebenden Tieren lässt 
sich die Krankheit mit diesen Mitteln leider nicht hei- 
len. Zurzeit befinden sich mehrere hoch technisierte 
Methoden zur Behandlung von Prion-Krankheiten 
in der Entwicklung, allerdings wird noch keine da- 
von klinisch angewendet. 


Als alternative Methode bietet sich an, aus infekti- 
ösem Material die Prionen zu beseitigen. Vor einiger 
Zeit wurden Filter entwickelt, mit denen sich Prionen 
entfernen lassen. Die Entwicklung erfolgte durch ein 
Screening kombinatorischer Bibliotheken (s. Kap. 11) 
für Liganden, die an Prion-Protein banden. Die Li- 
ganden werden auf ein Harz aufgebracht und dann 
in eine Säule gegeben, um damit Blut und andere 
Flüssigkeiten, die aktive Prionen enthalten könnten, 
herauszufiltern. Als man Hamstern mit Scrapie infi- 
ziertes Hamsterblut injizierte, infizierten sich 15 von 
99 Tieren; nach Filtration des Blutes durch eine Säule 
mit dem Affinitätsharz L13 kam es bei keinem der 96 
Hamster im Test zu einer Infektion. 

In Laborstudien macht man sich häufig die RNA- 
Interferenz (s. Kap.5) zunutze, um die Genexpres- 
sion zu unterdrücken. Man kann eine siRNA erzeu- 
gen, die bei Mäusen die Expression des Prnp-Gens 
unterdrückt. Um in mit Prionen infizierten Zellen 
die siRNA zu erzeugen, verwendet man einen Re- 
trovirusvektor, der kurze Haarnadelschleifen-RNAs 
exprimiert. Diese werden in den Zielzellen durch 
Dicer (eine Helicase) in die siRNAs gespalten. Dies 
löst wiederum die gegen die Prnp-RNA gerichtete 
RNA-Interferenz aus, wodurch diese abgebaut wird. 
Retrovirusvektoren hat man verwendet, weil sie 
nichtwachsende Zellen wie die des Nervensystems 
infizieren können. Zumindest bei Mäusen konnte 
durch Injektion der Vektoren in den Schädel eine 
Reduktion der Prionenzahl erreicht werden, sodass 
diese Mäuse länger überlebten. 

Als weitere Möglichkeit zur Bekämpfung von Pri- 
on-Krankheiten kommt in Betracht, das Prion-Gen 
bei Nutztieren auszuschalten. Vor einigen Jahren hat 
man transgene Mäuse erzeugt, denen beide Kopien 
des Prnp-Gens fehlen. Diese wachsen und entwickeln 
sich normal. Sie können kein Prion-Protein produ- 
zieren und sind resistent gegen Infektionen durch 
pathogene Prionen. Dadurch bestätigte sich, dass 
neue (und normale) Prion-Proteine zunächst von der 
Wirtszelle hergestellt werden, bevor sie im Zuge ei- 
ner infektiösen Prion-Krankheit ihre Konformation 
ändern. Zum Überleben wird das Prion-Gen nicht 
benötigt, und noch ist seine genaue Funktion unklar. 
Offenbar ist es jedoch am Langzeitgedächtnis und 
am räumlichen Lernen beteiligt. 

In jüngster Zeit wurden nun auch transgene Rin- 
der erzeugt, denen beide Kopien des Prnp-Gens feh- 
len; nach zwei Jahren zeigen sie ein normales Wachs- 
tum und eine normale Entwicklung. Gehirnzellen 
dieser Tiere sind resistent gegen Prion-Infektionen. 
Nutztiere mit ausgeschaltetem Prnp-Gen könnte man 
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zur Produktion von Prion-freien Produkten nutzen, 
sofern transgene Tiere zur Herstellung von Lebens- 
mitteln zugelassen werden. 


Gegenwärtig gibt es keine Behandlung für Prion- 
Krankheiten. Es wurden allerdings einige Bleiver- 
bindungen gefunden, mit denen man in Zellkultur 
teilweise Erfolge erzielen konnte. 


Verwendung von Hefe- 
Prionen als Modelle 


Inzwischen wurde noch eine neue Screening-Metho- 
de für Verbindungen, die man zur Prionen-Therapie 
einsetzen kann, entwickelt; sie beruht auf der Ver- 
wendung von Hefe-Prionen. Wie sich herausgestellt 
hat, sind einige merkwürdige genetische Verhaltens- 
weisen von Hefen auf Proteine zurückzuführen, die 
sich wie die Prionen von Säugetieren verhalten. Die 
Hefe-Prionen sind nicht letal, und es handelt sich 
nicht um Membran-, sondern um Cytoplasmapro- 
teine. Trotzdem zeigen sie eine Nucleinsäure-freie 
Vererbung, und ihre falsch gefalteten Formen kata- 
lysieren die Umwandlung von normalen Proteinen 
in abnorme Konformationen. Darüber hinaus bilden 
die falsch gefalteten Formen der Hefe-Prionen un- 
lösliche Amyloidaggregate wie die von Säugetieren. 
Trotz ähnlicher Strukturdomänen zeigen die Prion- 
Proteine von Säugetieren und Hefen aber keine Se- 
quenzhomologie. 

Die bekanntesten Hefe-Prionen sind [URE3] und 
[PSI+], die abnormen Konformationen der Proteine 
Ure2p und Sup35p. Ure2p ist an der Stickstoffregu- 
lation beteiligt, Sub35p ist ein Terminationsfaktor 
der Translation. Bei Hefen werden Prionen durch 
Funktionsverlust nachgewiesen. Beispielsweise ist die 
Prion-Form [PSI+] des Sup35p-Proteins unlöslich 
und inaktiv. Das führt dazu, dass vermehrt über 
Stoppcodons hinweggelesen wird. Das bildet die 
Grundlage für ein ausgeklügeltes, schnelles geneti- 
sches Screening-System für potenzielle Medikamente 
gegen Prionen. 

Hefemutanten mit defekter Adenin-Biosynthese 
verfärben sich durch die Ansammlung von Neben- 
produkten des Stoffwechsels rot. Eine Hefemutante 
mit einer Nonsense-Mutation (d.h. einem vorzeitigen 
Stoppcodon) im ADEI-Gen bildet somit rote Kolo- 
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nien. Liegt das Sup35p-Protein in seiner Prion-Form 
vor, so kommt es dazu, dass über Stoppcodons hin- 
weggelesen wird und genügend Protein vollständi- 
ger Länge für eine Adeninsynthese produziert wird 
- mit anderen Worten, die Mutation wird unter- 
drückt. Folglich bilden Prion-positive Stämme weiße 
Kolonien. Bei einem Verlust der Prionen gehen die 
Hefen wieder zur Bildung roter Kolonien über. Auf- 
grund dieser Färbung kann man chemische Verbin- 
dungen einem raschen Screening unterziehen, indem 
man sie einfach zum Medium hinzugibt und dann 
schaut, welche davon einen Farbwechsel von Weiß 
nach Rot bei den Hefekolonien bewirken. Im Jahr 
2003 hatte man bereits einige Kandidaten identifi- 
ziert (Abb. 22.15). Bei allen handelte es sich um trizy- 
klische Verbindungen wie Quinacrin und Chlorpro- 
mazin. Die aktivsten waren 6-Amino-Derivate von 
Phenanthridin. Man hofft, durch diese Methode eine 
wirkungsvolle Behandlungsmöglichkeit für Prion- 
Krankheiten zu finden. 


Inzwischen wurden bei Hefen Prionen entdeckt. 
Dies ermöglichte ein systematisches Screening 
nach Wirkstoffen gegen Prionen. 
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Einführung 


Biologische Kriegsführung umfasst mehrere Dinge: 
die Auswahl eines Erregers oder Kampfstoffs, des- 
sen potenzielle gentechnische Veränderung, aber 
auch dessen Herstellung, Speicherung, Umwand- 
lung in eine Biowaffe und Verbreitung. Dieses Ka- 
pitel befasst sich mit der Molekularbiologie der 
biologischen Kriegsführung, während die physika- 
lischen und militärischen Aspekte unberücksichtigt 
bleiben. 

Zudem leidet diese Thematik unter einem Man- 
gel an verifizierbaren Informationen. Der Vorwurf 
des Einsatzes oder der Entwicklung von Biowaffen 
erweist sich häufig als Propagandatrick ohne irgend- 
welche reale Grundlage. Häufig reichte es aus, dass 
eine verdächtige Krankheit ausbrach, und schon 
wurde der Verdacht der biologischen Kriegsführung 
ausgesprochen, vor allem in Zeiten des Kalten Krie- 
ges. Es ist praktisch schon zur Routine geworden, 
dass Nationen, welche die US-Regierung mit dem 
angeblichen Besitz von „Massenvernichtungswaf- 
fen“ verunsichern, der biologischen Kriegsführung 
beschuldigt werden. Die offizielle Liste der Nati- 
onen, die angeblich Biowaffen entwickeln, ändert 
sich mit der ständig wechselnden politischen Lage. 
Infolgedessen sind verlässliche Informationen zur 
mutmaßlichen bakteriologischen Kriegsführung nur 
schwer zu bestätigen. 


Die biologische Kriegsführung unter Menschen ist 
politisch umstritten, harte Fakten sind oft Mangel- 
ware. 


Bakterien produzieren für 
andere Organismen letale 
Proteine 


Bevor wir uns mit Biowaffen des Menschen befas- 
sen, soll daran erinnert werden, dass Organismen 
auf allen Stufen der Evolutionsleiter während der ge- 
samten Entwicklungsgeschichte biologische Kriegs- 
führung betrieben haben. Viele der folgenden Bei- 
spiele wurden bereits unter anderen Überschriften 
aufgeführt. Hier sollen sie zunächst kurz zusammen- 
gefasst werden, bevor wir uns dann dem absichtli- 


chen Einsatz biologischer Waffen bei menschlichen 
Konflikten zuwenden. 

Konkurrieren verwandte Bakterien um Lebens- 
raum oder Ressourcen, töten sie einander häufig 
mithilfe von toxischen Proteinen ab, die man als 
Bakteriocine bezeichnet. Im Allgemeinen töten 
Bakterien eher ihre nahen Verwandten, denn je nä- 
her zwei Bakterienstäimme miteinander verwandt 
sind, desto eher werden sie um dieselben Ressourcen 
konkurrieren. So nutzen beispielsweise viele Stämme 
von Escherichia coli eine große Anzahl von Bakterio- 
cinen, die man als Colicine bezeichnet. Diese sind 
darauf ausgerichtet, andere Stämme derselben Art 
abzutöten. Die Gene für Colicine liegen normaler- 
weise auf Plasmiden. Die Colicinplasmide von E. 
coli dienten als Grundlage für zahlreiche Plasmide, 
die in der Molekularbiologie und Gentechnik häu- 
fig Verwendung finden (s. Kap. 1). Der bakterielle 
Erreger der Pest, Yersinia pestis, stellt ebenfalls Bak- 
teriocine her, die gegen konkurrierende Stämme der 
eigenen Art gerichtet sind und in diesem Fall Pesti- 
cine heißen. 

Wenn von Bakterien produzierte Proteine gegen 
höhere Organismen gerichtet sind, spricht man von 
Toxinen. Der Unterschied in der Terminologie zwi- 
schen Bakteriocinen und Toxinen hängt also ledig- 
lich von der jeweiligen Perspektive ab. Bakteriocine 
werden von den Bakterien mit gezielter Tötungs- 
absicht gegen Vertreter der eigenen Art eingesetzt. 
Im Gegensatz dazu „beabsichtigen“ pathogene Bak- 
terien in der Regel nicht, die von ihnen infizierten 
Menschen zu töten. Je länger der Wirtsorganismus 
am Leben bleibt, desto länger kann er die infizie- 
renden Bakterien beherbergen. Bakterien infizieren 
auch Insekten und stellen Toxine her, die nur Insek- 
ten abtöten, für Wirbeltiere hingegen harmlos sind. 
Das Bakterium Bacillus thuringiensis hat weithin 
Bekanntheit erlangt, weil es ein Toxin produziert, 
das Schadinsekten abtötet. Auf die Verwendung von 
Bt-Toxin zur Herstellung gentechnisch modifizier- 
ter Nutzpflanzen wurde bereits in Kapitel 14 einge- 
gangen. 


Bakteriocine sind von Bakterien produzierte toxi- 
sche Proteine; sie dienen dem gezielten Abtöten 
anderer Bakterien, die um dieselben natürlichen 
Ressourcen konkurrieren. Bakterien stellen auch 
Proteine her, die für Insekten und höhere Tiere 
tödlich sind. 
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Bakteriologische 
Kriegsführung unter 
niederen Eukaryoten 


Das Pantoffeltierchen Paramecium ist ein bekanntes 
Protozoon aus der Gruppe der Ciliaten (Wimper- 
tierchen). Viele Stämme von Paramecium enthalten 
symbiontische Bakterien (Caedibacter), die man als 
Kappa-Partikel oder Kappa-Faktoren bezeichnet. 
Sie wachsen und teilen sich innerhalb der größeren 
eukaryotischen Paramecium-Zelle (Abb. 23.1). Pa- 
ramecium-Stämme mit Kappa-Partikeln nennt man 
Killer. Werden Kappa-Partikel von einem Killer frei- 
gesetzt und von einem anderen, sensiblen Parameci- 
um aufgenommen (d.h. einem ohne Kappa-Partikel), 
so wird dieses abgetötet. Bei der Verdauung des 
Kappa-Partikels wird ein toxisches Protein freige- 
setzt, welches das sensible Paramecium abtötet. Somit 
praktizieren auch einzellige Eukaryoten bakteriologi- 
sche Kriegsführung. 

Das Toxingen befindet sich nicht auf dem Chro- 
mosom des symbiontischen Bakteriums, sondern auf 
einem bakteriellen Plasmid, das von einem defekten 
Bakterienvirus stammt. Ein Toxin, das von einem Vi- 
rus codiert wird, welches die Kappa-Partikel infiziert, 
erfüllt nun also einen anderen Zweck, nämlich andere 
Paramecium-Stämme abzutöten. Dabei scheint es sich 
um ein allgemeines Prinzip zu handeln. Zahlreiche 
der von pathogenen Bakterien verwendeten Toxine, 
die Menschen infizieren, werden von DNA codiert, 
die nicht chromosomalen Ursprungs ist, sondern von 
Viren, Plasmiden oder Transposons stammt. Häufig 
sind diese Elemente in das Chromosom pathogener 
Bakterienstamme eingebaut. 

Manche Insekten nutzen Viren zur biologischen 
Kriegsführung. Bestimmte parasitische Wespen legen 
ihre Eier in die herbivoren Larven pflanzenfressen- 
der Insekten. Nach dem Schlüpfen fressen die neuge- 
borenen Wespen die lebenden Larven von innen her 
auf, und schließlich kommt eine neue Wespengene- 
ration hervor. 

Das Geheimnis der Wespen liegt darin, dass sie 
zusammen mit ihren Eiern auch ein Virus injizieren 
(Abb. 23.2). Das Virus aus der Familie der Adenovi- 
ren zielt auf den sogenannten Fettkörper der Larven 
ab (der in etwa der Leber höherer Tiere entspricht). 
Es schädigt sowohl das System zur Entwicklungs- 
steuerung der Larve als auch ihr primitives Immun- 
system. Dadurch verliert die Larve ihren Appetit 
für pflanzliche Nahrung; außerdem wird verhindert, 


a Killer-Paramecium enthält Caedibacter 


Macronucleus 
Ribosom 


Micronucleus 


Mitochondrien 


Kappa-Partikel 
(Caedibacter) 


b Kappa-Partikel teilen sich innerhalb von 
Paramecium 


Kappa-Partikel 


DNA 


Teilung von Kappa 


23.1 Killer-Paramecien verwenden ein bakterielles 
Toxin 

a Die Kappa-Partikel sind im Cytoplasma von Paramecium 
enthalten. b Bei den Kappa-Partikeln handelt es sich um 
das symbiontische Bakterium Caedibacter. Sie kommen 
bei zahlreichen Paramecium-Stämmen vor, besitzen aber 
ihre eigene DNA und teilen sich wie typische Bakterien. 


dass sie sich häutet und in eine Puppe verwandelt - 
das nächste Stadium auf dem Weg zu einem adulten 
Insekt, das dann weitere Eier legen kann. Es gibt 
viele Formen pflanzenfressender Larven, darunter 
auch bedeutende Landwirtschaftsschädlinge wie die 
Baumwolleule und der Baumwollkapselwurm. Diese 
werden von vielen Wespen attackiert und somit auch 
von vielen Virenformen, die jeweils auf eine be- 
stimmte Insektenlarve abzielen. 


Niedere Eukaryoten nutzen im Kampf gegen Kon- 
kurrenten oder zur Uberwaltigung von Beutetieren 
häufig bakterielle Toxine oder Viren. 
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Hinterende der Wespe 


Adenovirus 
x — Legebohrer 


Ei der Wespe 


Wespenlarve frisst die Raupe 
der Baumwolleule von innen her auf 


23.2 Parasitische Wespen setzen Viren gegen 
Larven ein 

Bestimmte parasitische Wespen legen ihre Eier in die 
Raupen von Baumwolleulen. Die Wespen landen auf dem 
Hinterende der Raupe und injizieren mit ihrem Eilegeappa- 
rat (Legebohrer) ein Ei plus Adenoviren in die Raupe. Das 
Adenovirus bewirkt, dass die Larve die Nahrungsaufnahme 
einstellt und sich nicht in eine Puppe verwandelt. Die aus 
dem Ei schlüpfende Wespenlarve frisst die Raupe von in- 
nen her auf und entwickelt sich zu einer adulten Wespe. 


Die Geschichte der 
biologischen Kriegsführung 
beim Menschen 


Als ursprünglichste Form einer Kriegsführung, die 
zum Ziel hatte, das Überleben des Feindes mit bio- 
logischen Mitteln zu untergraben, ist vermutlich das 
Abbrennen von Nahrungspflanzen anzusehen. Früh 
in der Geschichte stellte auch die Wasserversorgung 
ein bedeutendes biologisches Ziel für sich befehden- 
de Nomaden dar, insbesondere in Gebieten, in denen 
Wasser knapp war. Vermutlich warfen die Menschen 
tote oder verwesende Tiere in Wasserstellen und ver- 


gifteten so das Trinkwasser - eine relativ wirkungs- 
volle Methode, um Feinde zu vertreiben. 

Immer wieder in der Geschichte gibt es Belege 
für sporadische Versuche, zu militärischen Zwecken 
absichtlich Infektionen zu verbreiten. Allerdings er- 
wiesen sich diese in den meisten Fällen als ineffektiv 
oder unbedeutend. Während der als Schwarzer Tod 
bekannt gewordenen Pestepidemie Mitte des 13. Jahr- 
hunderts katapultierten Tartaren von der Pest heimge- 
suchte Leichen über die Mauern der Städte ihrer euro- 
päischen Feinde. Angeblich soll dies zur Ausbreitung 
der Pest beigetragen haben. In Wirklichkeit wurde die 
Pest jedoch von Ratten und Flöhen verbreitet, nicht 
durch Kontakt mit Leichen. In Anbetracht der hygie- 
nischen Verhältnisse in den meisten mittelalterlichen 
Städten und Burgen war es kaum nötig, von außen 
Infektionsquellen einzuschleusen. Da Pest, Typhus, 
Pocken, Ruhr und Diphtherie bereits allgegenwärtig 
waren, brauchte man nur der Natur ihren Lauf zu las- 
sen. Als ebenso ineffektiv und weitgehend irrelevant 
erwiesen sich die Versuche der weißen Siedler, unter 
den Indianern Amerikas Pocken zu verbreiten, da 
sich die Pocken bereits selbst ausgebreitet hatten. 

Dass bakteriologische Kriegsführung bis vor 
kurzem kaum Bedeutung erlangte, liegt daran, dass 
zahlreiche gefährliche Infektionen bereits im Umlauf 
waren. Unter den beengten und unhygienischen Ver- 
hältnissen in einer Armee startete eine Krankheit von 
Natur aus einen biologischen Angriff, ohne dass man 
diesen künstlich auslösen musste. Bis vor nicht allzu 
langer Zeit herrschten sowohl in Armeen als auch in 
der Zivilbevölkerung so schlechte Hygienebedingun- 
gen, einhergehend mit einer großen Durchseuchung 
mit Krankheiten, dass eine bakteriologische Kriegs- 
führung bedeutet hätte, Eulen nach Athen zu tragen. 
Erst in unserem heutigen desinfizierten Zeitalter ist 
die absichtliche Ausbreitung von Krankheiten zu ei- 
ner wirklichen Bedrohung geworden. 


Die biologische Kriegsführung hat zwar eine lange 
Geschichte, sie erwies sich jedoch selten als effek- 
tiv. Dies liegt vermutlich vor allem an den massiven 
Auswirkungen natürlicher Infektionskrankheiten. 


Erwartung und Kosten 


Während des Vietnamkriegs hoben die Vietcong- 
Guerillas oft getarnte Fallgruben aus. Dort hinein 
steckten sie zugespitzte Bambusstöcke, die sie mit 
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menschlichem Leichengift beschmierten. Natürlich 
konnte man sich dadurch eine schlimme Infektion 
zuziehen, viel bedeutender war jedoch die psycholo- 
gische Wirkung. Die Sorge, nicht in solche Fallgru- 
ben zu geraten, behinderte die Truppenbewegun- 
gen der Amerikaner weit mehr, als die tatsächlichen 
Todesfälle. Mit der Androhung einer chemischen 
oder biologischen Kriegsführung lässt sich also eine 
enorme psychologische Wirkung erzielen. Ein Bei- 
spiel hierfür aus jüngerer Zeit ist der Bioterrorismus 
mit Milzbrand in den Vereinigten Staaten. Allerdings 
sind dem West-Nil-Virus, das sich auf natürliche 
Weise ausbreitete, um ein Vielfaches mehr Menschen 
zum Opfer gefallen als den gezielt verbreiteten Milz- 
brandsporen. Die Milzbrandhysterie führte jedoch zu 
einem kolossalen Zusammenbruch der Postzustel- 
lung und verursachte gewaltige Kosten. 

Schutzmaßnahmen gegen potenzielle biologische 
Angriffe sind kostspielig und umständlich. Es ist 
schlichtweg unmöglich, Soldaten gegen sämtliche 
Krankheiten zu impfen, die auf diese Weise ver- 
breitet werden könnten. Zudem haben Impfstoffe 
mitunter Nebenwirkungen, insbesondere, wenn sie 
aus der Not heraus ohne eingehende Tests entwi- 
ckelt wurden. Nehmen wir den von der US-Armee 
verwendeten Milzbrandimpfstoff, der 1971 zugelas- 
sen wurde. Er wurde ausgiebigen Tests unterzogen 
und gilt als relativ sicher. Für einen ausreichenden 
Impfschutz sind sechs Impfungen und eine jährliche 
Auffrischungsimpfung erforderlich. Bei 5-8% der 
Geimpften treten an der Injektionsstelle Schwellun- 
gen und Hautreizungen auf, bei 1% schwere lokale 
Reaktionen. Umfangreichere systemische Reaktionen 
sind „selten“. Der Impfstoff wirkt zwar gegen „na- 
türlichen“ Kontakt, ob er jedoch auch Schutz vor in 
hoher Konzentration versprühten Milzbrandsporen 
bieten würde, ist zu bezweifeln. Schutzkleidung und 
Atemschutzmasken behindern die Infanterie und 
schränken ihre Beweglichkeit ein, sodass die Solda- 
ten zu einem leichteren Ziel für gewöhnliche Waf- 
fen werden. Unter heißen klimatischen Bedingungen 
kann zusätzliche Kleidung auch eine starke Wärme- 
belastung mit sich bringen. 

Doch selbst ohne absichtliche bakteriologische 
Kriegsführung sind Truppen aus den hygienischen 
Industrienationen der gemäßigten Breiten beim Ein- 
satz unter tropischen Bedingungen in der Dritten 
Welt im Nachteil. Medikamente gegen Malaria und 
andere auf die Tropen beschränkte Infektionskrank- 
heiten sind kostspielig und nur selten zu 100 % wirk- 
sam. Über längere Zeit eingenommen, können sie die 
Gesundheit beeinträchtigen. Ständiger Kontakt mit 


Insektiziden, die Stechmücken, Läuse und so weiter 
vernichten sollen, kann Schädigungen des Nerven- 
systems nach sich ziehen. Als zusätzlicher Faktor 
kommt hinzu, dass die Einwohner wohlhabender 
westlicher Nationen heute eine Lebenserwartung von 
über 70 oder gar 80 Jahren haben. Personen, die in 
die rückständigen Gebiete der Welt geschickt wer- 
den, benötigen daher immer bessere Schutzmaßnah- 
men und Medikamente. Deshalb werden militärische 
Aktionen in Ländern der Dritten Welt zunehmend 
kostspieliger. Truppen der von Armut geplagten Re- 
gierungen vor Ort werden hingegen nicht von zu- 
sätzlicher schützender Ausstattung belastet, die sie 
sich ohnehin nicht leisten können. Hinzu kommt, 
dass für die Regierungen überbevölkerter Nationen, 
in denen eine sehr viel geringere Lebenserwartung 
herrscht, menschlichen Todesopfern eine weit gerin- 
gere Bedeutung zukommt. In den letzten 50 Jahren 
haben bewaffnete Interventionen in der Dritten Welt 
durch Nationen wie die Sowjetunion und die Verei- 
nigten Staaten ständig an Einsatzfreude und Effekti- 
vität eingebüßt, was zumindest teilweise an den eben 
genannten Gründen liegt. 


Die Wirkung der biologischen Kriegsführung beruht 
größtenteils auf der psychologischen Bedrohung. 


Wichtige Faktoren bei der 
biologischen Kriegsführung 


Die Strategie der bakteriologischen Kriegsführung 
besteht im Grunde darin, eine menschliche Krankheit 
auszuwählen und damit Gegner zu eliminieren oder 
zu vertreiben. Vielleicht lässt sich der Krankheitser- 
reger durch gentechnische Methoden sogar noch ver- 
bessern, wie weiter unten erläutert. Es müssen jedoch 
einige wesentliche Faktoren berücksichtigt werden. 
Die relative Bedeutung dieser Faktoren hängt davon 
ab, ob die Biowaffen zur militärischen Verwendung 
gedacht sind oder von Terroristen eingesetzt werden. 


Inkubationszeit 


Zu den grundlegenden Problemen der biologischen 
Kriegsführung zählt, dass Infektionskrankheiten nur 
langsam zum Tod führen. Selbst bei den virulen- 
testen Pathogenen wie dem Ebola-Virus oder dem 
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Erreger der Lungenpest vergehen einige Tage, bis der 
Tod eintritt. Infizierte Personen wären also immer 
noch eine nicht unerhebliche Zeit kampffähig. Im 
Gegensatz dazu töten konventionelle Waffen rasch 
oder machen schnell kampfunfähig. 


Ausbreitung 


Ein weiterer Nachteil der bakteriologischen Kriegs- 
führung ist das Problem der Ausbreitung. Meist sol- 
len die Infektionserreger irgendwie über die Luft 
verteilt werden. Dadurch unterliegt die Ausbreitung 
den Launen des Wetters. Man braucht nicht nur 
entsprechenden Wind, dieser muss auch noch in die 
richtige Richtung wehen. In den 1950er-Jahren führte 
die britische Regierung Feldversuche mit harmlosen 
Bakterien durch. Wenn der Wind diese über „gesun- 
des“ Ackerland wehte, überlebten viele der Bakterien 
und setzten sich lebend am Boden ab. Gingen die 
Bakterien hingegen über Industriegebieten nieder, 
wurden sie fast alle noch in der Luft abgetötet - vor 
allem wenn Erdölraffinerien und ähnliche Einrich- 
tungen in der Nähe waren. Bei einer Verbreitung 
über die Luft wäre selbst bei richtiger Windrichtung 
der Großteil der Bevölkerung von Industrienationen 
durch die Luftverschmutzung in Großstädten zumin- 
dest teilweise vor den Bakterien geschützt. 

Zusätzlich sind viele Erreger von Infektionskrank- 
heiten empfindlich gegen Austrocknung und werden 
inaktiv, wenn sie längere Zeit der Luft ausgesetzt 
sind. Auch die natürliche UV-Strahlung inaktiviert 
viele Bakterien und Viren. Daher müssen die meisten 
Biowaffen vor diesem „Freiluftfaktor“ geschützt und 
so schnell wie möglich verbreitet werden. 

Die Ausbreitung durch Terroristen steht unter 
ganz anderen Voraussetzungen. In kleinen Dosen 
können Biowaffen individuell auf unterschiedliche 
Weise verbreitet werden - beispielsweise durch Ver- 
schicken von Briefen mit Milzbrandsporen. Die mi- 
nimalistischste Ausbreitungsstrategie setzt auf Frei- 
willige: Diese werden infiziert und reisen dann in 
überfüllten Verkehrsmitteln zusammen mit der Ziel- 
bevölkerung. 


Persistenz der Erreger 


Nach erfolgreichem Einsatz von Biowaffen möch- 
te der Sieger vermutlich in das Gebiet einwandern 
und das feindliche Territorium übernehmen. Je nach 
Überlebenszeit des Erregers in der Umwelt werden 


dadurch auch die einwandernden Truppen dem In- 
fektionserreger ausgesetzt. Milzbrand (Anthrax) ge- 
hört zu den beliebtesten biologischen Waffen, weil 
die Erreger rasch wirken und sehr leicht zum Tod 
führen. Unglücklicherweise breitet sich Bacillus an- 
thracis, der Erreger der Krankheit, durch die Bil- 
dung von Sporen aus, die sehr widerstandsfähig und 
nur schwer zu zerstören sind und extrem lange Zeit 
überdauern. Unter geeigneten Bedingungen keimen 
diese Sporen wieder aus und nehmen wie norma- 
le Bakterienzellen das Wachstum auf. Viele Viren 
überdauern hingegen außerhalb ihres tierischen oder 
menschlichen Wirtes - wenn überhaupt - nur weni- 
ge Tage. Durch diese Erreger hervorgerufene Infek- 
tionen können jedoch in der Bevölkerung vor Ort 
überdauern - auch dies kann sich als Gefahr für eine 
einmarschierende Armee erweisen. 


Aufbewahrung der Erreger 


Aus militärischer Sicht kann es also bei einer Be- 
setzung unpraktisch sein, wenn ein Erreger von In- 
fektionskrankheiten überdauert. Bei einem rasch 
vergänglichen Erreger stellt sich hingegen das ent- 
gegengesetzte Problem: Er lässt sich nur schwer auf- 
bewahren. 


Präparation der Erreger 


Einige pathogene Mikroorganismen lassen sich re- 
lativ leicht in Zellkultur züchten, während andere 
extrem schwer und/oder nur unter hohem Kosten- 
aufwand in geeigneter Menge zu produzieren sind. 
Zu den großen Nachteilen von Viren zählt, dass sie 
sich nur in Wirtszellen vermehren können. Tierische 
Zellen sind weitaus schwieriger zu kultivieren als 
Bakterien und erbringen einen sehr viel geringeren 
Ertrag. Viren in großem Umfang zu produzieren ist 
ziemlich teuer und aufwendig. Viele Bakterien (z.B. 
die Erreger von Pest, Tularämie und Typhus) lassen 
sich relativ leicht kultivieren. In den Jahren kurz 
nach dem Zweiten Weltkrieg züchteten die Briten in 
großen Kulturen kontinuierlich die Erreger der Pest, 
Yersinia pestis, um sie im Notfall parat zu haben. 
Zweifellos haben andere Nationen auch so etwas 
gemacht. 

Ein weiterer Faktor ist das Problem der richtigen 
„Rezeptur“. Mit anderen Worten, der Krankheitserre- 
ger muss so präpariert werden, dass eine Aufbewah- 
rung und Ausbreitung möglich ist. Bakterienzellen 
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und -sporen verklumpen meist spontan. Daher muss 
man sie erst zu Waffen machen, um sie in Form von 
Aerosolen oder anderen Verteilungssystemen ver- 
breiten zu können. Das ist vor allem eine Frage der 
Technik und sprengt den Rahmen dieses Buches. 


Hochsicherheitslaboratorien 


Neben den Problemen, die mit der Kultur von Bakte- 
rien und Viren einhergehen, muss auch noch berück- 
sichtigt werden, das Personal, das mit den infektiösen 
Erregern arbeitet, in geeigneter Weise zu schützen. 
Für Forschungen und Entwicklungen auf solchen 
Gebieten braucht man Hochsicherheitslaboratorien. 

Die biologische Sicherheit wird in vier Stufen un- 
terteilt. Für Arbeiten mit Erregern wie dem Ebola- 
Virus benötigt man Laboratorien der Biologischen 
Schutzstufe (engl. biosafety level, BSL) 4. Sämtli- 
che Arbeiten werden an Sicherheitswerkbänken mit 
Handschuheingriffen durchgeführt. Das ganze Labor 
ist abgeschottet und wird einem leichten Unterdruck 
ausgesetzt. Das sorgt dafür, dass im Fall einer un- 
dichten Stelle Luft nach innen strömt und nicht nach 
außen. Vor dem Betreten eines Hochsicherheitsla- 
bors muss man zunächst die Kleidung wechseln und 
spezielle Laborkleidung anziehen - in Extremfällen 


nicht nur Laborkittel, sondern auch Laborunterwä- 
sche. In den höchsten Sicherheitsstufen kann sogar 
eine raumanzugähnliche Schutzkleidung erforderlich 
sein (Abb. 23.3). Der Eintritt erfolgt über eine Luft- 
schleuse, an den Ausgängen befinden sich Desinfek- 
tionsduschen und UV-Lampen. Die Laborkleidung 
wird abgelegt. In manchen Hochsicherheitslaborato- 
rien ist der einzige Ausgang so konstruiert, dass man 
das Labor nur total untergetaucht durch ein Becken 
mit Desinfektionsmittel verlassen kann. Mittels UV- 
Licht werden sowohl die Laboratorien selbst als auch 
die Luftschleusen sterilisiert, vor allem bei Arbeiten 
mit Viren. 

Hochsicherheitslaboratorien sind nicht nur sehr 
kostspielig, sondern auch äußerst zeitintensiv. Auch 
für die Herstellung von Biowaffen sind Hochsicher- 
heitsvorkehrungen notwendig. Hierbei ist alles in 
großem industriellen Maßstab und die Probleme sind 
ebenfalls größer. Im Gegensatz dazu machen sich 
Terroristen vermutlich nur Gedanken darüber, dass 
ihr Tun geheim bleibt, und nehmen bewusst Risiken 
in Kauf, die für Industrienationen inakzeptabel sind. 
Auch Diktaturen in der Dritten Welt zerbrechen sich 
vermutlich nicht den Kopf über mögliche Todesopfer. 
Gelangt ein mutmaßlicher biologischer Kampfstoff 
allerdings in die dort lebende Bevölkerung, zieht er 
unwillkommene Aufmerksamkeit auf sich. 


23.3 Biologische Schutzkleidung einst und jetzt 

Links: Selbst während der Pest trugen Ärzte eine Schutzkleidung, 
um nicht den tödlichen Erregern ausgesetzt zu sein, hier illustriert 
in Bartholin, Thomas, Hafniae, 1654-1661: Historiarum anatomi- 
carum. Mit freundlicher Genehmigung der U.S. National Library of 
Medicine. Rechts: Die heutigen Anzüge sind schnittiger, dienen aber 
dem gleichen Zweck. Laborant mit Schutzkleidung der Biologischen 
Schutzstufe 4. Mit freundlicher Genehmigung von USAMRIID, DoD 


und NIAID Biodefense Image Library. 
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Neben der Natur und den Eigenschaften des 
verwendeten Erregers haben noch zahlreiche phy- 
sikalische Faktoren Einfluss auf den Einsatz von 
Biowaffen. 


Welche Krankheitserreger 
eignen sich zur biologischen 
Kriegsführung? 


Welche Krankheiten eignen sich am besten? Durch 
Bakterien, Viren oder Eukaryoten ausgelöste? Die 
meisten bakteriellen Krankheiten lassen sich im 
Prinzip mit Antibiotika heilen, Viruserkrankungen 
hingegen nicht. Andererseits sind Bakterien einfa- 
cher zu züchten als Viren. Viele Bakterien wachsen 
auf relativ einfachen, preiswerten Kulturmedien. Für 
die Produktion von Viruspartikeln muss man jedoch 
die Wirtszellen des Virus kultivieren; dies erschwert 
die Angelegenheit, weil tierische Zellen komplexere 
Anforderungen an die Zellkultur stellen. Pathogene 
Eukaryoten wie Plasmodium (der Erreger von Mala- 
ria) oder Entamoeba (der Erreger der Amöbenruhr) 
wurden nur selten als mögliche Biowaffen in Be- 
tracht gezogen, weil man sie nur schwer in großem 
Maßstab züchten kann. Eine mögliche Ausnahme 
sind pathogene Pilze, von denen sich einige relativ 
leicht vermehren lassen. Eine groß angelegte Kultur 
von Viren mag zwar für eine Regierung durchführ- 
bar sein, für kleine bioterroristische Gruppen ist dies 
vermutlich kaum praktikabel. 

Außerhalb der Tropen gehen die meisten unheil- 
baren Infektionskrankheiten auf Viren zurück. Das 
grundlegende Problem hierbei ist, dass es sich bei 
den Viren nicht um lebende Zellen handelt; sie sind 
für den Zusammenbau neuer Viruspartikel darauf 
angewiesen, ihre spezifischen Wirtszellen zu infizie- 
ren. Folglich töten chemische Substanzen, die eine 
Replikation der Viren verhindern, in der Regel auch 
die Wirtszellen ab. Bislang ist eine kleine, aber zuneh- 
mende Zahl spezifischer Wirkstoffe gegen Viren ver- 
fügbar (s. Kap. 22); dennoch gibt es für die meisten 
Viruserkrankungen noch keine Heilmöglichkeit. Vor 
vielen Viruserkrankungen wie Mumps, Masern und 
Pocken kann man sich durch eine Impfung schüt- 
zen. Als Schutz gegen eine virale Biowaffe bräuchte 
man jedoch einen wirkungsvollen Impfstoff gegen 
den verwendeten Virenstamm, und man müsste ei- 


Exkurs 23.1 


Anforderungen an 
potenzielle Biowaffen 


Nach Angaben der US-Armee sollte ein als Biowaffe 
eingesetzter Organismus oder Kampfstoff folgende 
Anforderungen erfüllen: 

1. Er sollte durchweg tödlich sein oder dauerhafte 
Schädigungen hervorrufen. 

2. Man sollte ihn mit überschaubarem finanziellen 
Aufwand und in militärisch ausreichenden Men- 
gen aus dem vorhandenen Material produzieren 
können. 

Er sollte unter den Produktions- und Aufbewah- 
rungsbedingungen sowie beim Transport und Ein- 
satz als Waffe stabil sein. 

Man sollte ihn mit den vorhandenen Techniken, 
Ausrüstungen und Munitionen effizient verbreiten 
können. 

Er sollte auch nach der Verbreitung mittels militä- 
rischer Munition stabil überdauern. 


nen ausreichend großen Anteil der Zielbevölkerung 
impfen, um eine Ausbreitung der Krankheit zu ver- 
hindern. 

Unter den bakteriellen Krankheiten wurden Milz- 
brand, Pest, Brucellose, Tularämie, Rotz und Me- 
lioidose als mögliche Biowaffen ins Spiel gebracht. 
Die Eigenschaften dieser Erreger sind in Tabelle 23.1 
zusammengefasst. Auch verschiedene Viren wurden 
vorgeschlagen, die teilweise tropische Krankheiten 
wie Denguefieber und Gelbfieber verursachen, aber 
auch aufkommende Krankheiten wie Lassafieber und 
Ebola. Als einzig beständige Wahl scheinen jedoch 
Pockenviren infrage zu kommen. 


Als effektive Biowaffen wurden verschiedene Viren, 
Bakterien und Toxine genannt. Diese wurden vom 
CDC (Centers for Disease Control, USA) nach ihrer 
Risikostufe in drei groBe Kategorien eingeteilt. 


Milzbrand 


Milzbrand oder Anthrax ist eine Infektionskrankheit 
von Rindern, mit der sich auch Menschen leicht infi- 
zieren. Hervorgerufen wird sie durch das Bakterium 
Bacillus anthracis. Dieses lasst sich relativ problemlos 
in Kultur ziichten. Das Bakterium bildet Sporen, die 
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Tabelle23.1 Vom CDC (Centers for Disease Control, USA) aufgelistete Erreger und Kampfstoffe mit Bedeutung als Biowaffen 


e leicht von Mensch zu Mensch ausgebreitet oder übertragen werden können 
e eine hohe Sterblichkeit bewirken 
e in der Öffentlichkeit Panik und gesellschaftlichen Aufruhr auslösen 
e zum Schutz der öffentlichen Gesundheit besondere Maßnahmen erforderlich machen 
Bakterien 
Milzbrand Bacillus anthracis 
Pest Yersinia pestis 
Tularämie Francisella tularensis 
Viren 
Pocken Variola major 
Filoviren Marburg-Fieber 
Ebola (hämorrhagisches Fieber) 
Arenaviren Lassafieber 
Juninvirus (argentinisches hämorrhagisches Fieber) 
Toxine 


Botulinustoxin aus Clostridium botulinum 


e breiten sich mittelschwer aus 
e verursachen mittelschwere Krankheiten und eine geringe Sterblichkeit 
e erfordern fortschrittliche Diagnosefähigkeiten und Kontrollen 


Bakterien 

Brucellose Brucella (mehrere Arten) 

Rotz Burkholderia mallei 

Melioidose Burkholderia pseudomallei 

Q-Fieber Coxiella burnetii 

mehrere durch Nahrung und Trinkwasser über- Salmonella (Salmonellose), Shigella dysenteriae (Bakterien- 

tragene Darmkrankheiten wie: ruhr), Vibrio cholerae (Cholera) 

Viren 

Alphaviren Venezolanische Pferdeenzephalomyelitis 
Östliche und Westliche Pferdeenzephalomyelitis 

Toxine 


Ricin (Gift des Wunderbaumes, Ricinus communis) 
Epsilontoxin von Clostridium perfringens 
Enterotoxin B von Staphylococcus 


Aufkommende Krankheitserreger, die für eine massenhafte Verbreitung in der Zukunft gentechnisch modifiziert wer- 
den könnten, wie Nipah-Virus, Hantaviren, Flaviviren (Gelbfieber, Denguefieber), multiresistente Tuberkulose 
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selbst unter widrigen Bedingungen überleben, unter 
denen die meisten anderen Bakterien absterben. Die 
Sporen können im Boden jahrelang überdauern und 
dann bei Kontakt mit einem geeigneten tierischen 
Opfer auskeimen. Man unterscheidet drei Hauptfor- 
men der Krankheit: Hautmilzbrand, eine Infektion 
der Haut, ist nur selten gefährlich. Bei Lungenmilz- 
brand werden die Sporen mit der Atemluft aufge- 
nommen; diese Form ist durch eine hohe Sterblich- 
keit gekennzeichnet. Darmmilzbrand kommt relativ 
selten vor und entsteht durch Aufnahme von Bakte- 
rien oder Sporen beim Verzehr von kontaminiertem 
Fleisch. Die Symptome von Milzbrand werden durch 
zwei Toxine hervorgerufen, die - wie in Kapitel 21 
beschrieben - durch Gene auf dem Plasmid pOX1 
codiert werden. In gewisser Weise ist Milzbrand die 
ideale Biowaffe: letal, hochgradig infektiös, kosten- 
günstig zu produzieren und mit Sporen, die lange 
überdauern. 

Problematisch an Milzbrand ist: Die Sporen sind 
so widerstandsfähig und langlebig, dass es fast un- 
möglich ist, sie nach Beendigung der Feindselig- 
keiten wieder loszuwerden. Während des Zweiten 
Weltkriegs führten die Briten auf der kleinen Insel 
Gruinard vor der Küste Schottlands Tests mit Milz- 
brand durch (an Schafen als Zielorganismen). Ob- 
wohl die Insel mit Brandbomben bombardiert und 
desinfiziert wurde, blieb sie hernach unbewohnbar; 
die Milzbrandsporen überdauerten im Boden sogar 
noch nach der Behandlung des Bodens mit Meerwas- 
ser und Formaldehyd im Jahr 1987. 

Die ehemalige Sowjetunion konzentrierte sich 
in ihren Biowaffenlaboratorien vermutlich auf Milz- 
brand und Pocken. Für dieses Land mit seinen rie- 
sigen, sehr dünn besiedelten Gebieten bedeutete 
Milzbrand eine gute Wahl zur Abwehr potenzieller 
Übergriffe aus den stark überbevölkerten asiatischen 
Nachbarländern wie China oder Indien. 


Milzbrand stellt in vieler Hinsicht eine der besten 
biologischen Waffen dar: letal, hochgradig infektiös, 
leicht zu produzieren und mit langlebigen Sporen. 


Der Milzbrandanschlag in 
den USA im Jahr 2001 


Kurz nach dem Terroristenanschlag auf das World 
Trade Center im September 2001 wurden über die 


amerikanische Post Milzbrandsporen verbreitet. Die- 
ser Milzbrandanschlag war in zweierlei Hinsicht be- 
merkenswert. Erstens fiel ihm nur eine Handvoll 
Menschen zum Opfer, was die Behauptung stützt, 
Biowaffen seien in der Praxis gewöhnlich gar nicht 
so wirkungsvoll. Zweitens rief er eine unverhältnis- 
mäßig übertriebene Reaktion hervor und verdeut- 
lichte damit, wie wichtig die psychologischen As- 
pekte des Bioterrorismus sind. Die Überreaktion der 
Regierung und die öffentliche Panikmache richteten 
zweifellos weitaus mehr Schäden an als der Milz- 
brandanschlag selbst. 

Die Milzbrandattacke kam von innerhalb der 
Vereinigten Staaten. Zwar ist der Fall zum Zeitpunkt 
der Niederschrift dieses Buches noch nicht gelöst, es 
scheint jedoch wahrscheinlich, dass es sich bei dem 
Täter um einen Insider der amerikanischen Biowaf- 
fenforschung handelte. Er verwendete den Ames- 
Stamm von Bacillus anthracis, der in den Laborato- 
rien in den USA ziemlich verbreitet ist. 

Will man die Herkunft von Milzbrandausbrü- 
chen zurückverfolgen, so erweist sich als großes 
Problem, dass alle Stämme von Bacillus anthracis 
nahe miteinander verwandt und schwierig auseinan- 
derzuhalten sind. So finden sich bei den verschiede- 
nen Stämmen weder Abweichungen in der Sequenz 
der 16S rRNA noch in derjenigen der 23S rRNA. 
Die Analysen werden anhand von VNTRs (variable 
number tandem repeats) durchgeführt (für Details 
s. Kap. 24). So enthält beispielsweise das vrrA-Gen 
von Bacillus anthracis zwischen zwei und sechs Ko- 
pien der Sequenz CAATATCAACAA innerhalb der 
codierenden Region fiir ein Protein unbekannter 
Funktion (Abb. 23.4). Diese Sequenzwiederholun- 
gen entstanden vermutlich urspriinglich durch ein 
als Slippage bezeichnetes Verrutschen der DNA- 
Polymerase wahrend der Replikation. Das Leseras- 
ter verändert sich durch die repeats nicht, aber es 
werden Wiederholungen der aus vier Aminosäuren 
bestehenden Sequenz Gln-Tyr-Gln-Gln im codier- 
ten Protein gebildet. Mittlerweile werden auch noch 
verschiedene andere VNTRs verwendet, darunter 
einige auf dem pOX1-Virulenzplasmid. Die größte 
Vielfalt an Bacillus anthracis-Stämmen stammt mul- 
tiplen VNTR-Analysen zufolge aus dem südlichen 
Afrika, das deswegen als wahrscheinliche Heimat 
von Milzbrand gilt. 


Verschiedene Stämme des Milzbranderregers 
haben eine identische rRNA-Sequenz. Anhand der 
Anzahl von VNTRs kann man sie unterscheiden. 
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Andere bakterielle Erreger 


Yersinia pestis, der Erreger der Pest, rief im Mittel- 
alter die berüchtigten Epidemien des „Schwarzen 
Tods“ hervor. Er ist hochgradig infektiös, verursacht 
hohe Sterberaten und führt sehr rasch zum Tod. Die 
Beulenpest wird durch Flöhe übertragen, die gefähr- 
lichere Form der Lungenpest direkt von Mensch zu 
Mensch über die Luft. Zur Zeit des Zweiten Welt- 
kriegs war Pest als Biowaffe beliebt. Die Japaner tes- 
teten die Beulenpest an Gefangenen und versuchten 
auch in kleinerem Maßstab mit Pest infizierte Flöhe 
über die Luft nach China zu verbreiten. Dass sie 
damit kaum eine Wirkung erzielten, lag wohl unter 
anderem daran, dass die Pest in China bereits vor- 
kam und sich schon auf natürliche Weise ausgebreitet 
hatte. Am britischen Biowaffenzentrum in Porton 
Down wurden noch einige Jahre nach dem Zweiten 
Weltkrieg in großem Umfang Kulturen der Pesterre- 
ger gezüchtet. Die Vereinigten Staaten unternahmen 
in den 1960er-Jahren offenbar den Versuch, die Pest 
unter Nagetieren in Vietnam, Laos und Kambodscha 
zu verbreiten, ebenfalls mit wenig Erfolg. Dass dies 
von offizieller Seite abgestritten wurde, bedarf keiner 
Erwähnung. Seitdem sind die Pesterreger anschei- 
nend etwas aus der Mode gekommen. 

Für die bakteriologische Kriegsführung kommen 
noch weitere Bakterien in Betracht. Die von Brucella 
hervorgerufene Brucellose betrifft Rinder, Kamele, 
Ziegen und verwandte Tiere. Als biologische Waffe 
wurde Brucellose von 1954 bis 1969 von den Verei- 


23.4 Das vrra-VNTR von Milz- 
brand 

Das vrra-Gen von Milzbrand (blau) 
enthält in der codierenden Region 
einen Abschnitt mit Sequenzwie- 
derholungen. Zurückzuführen auf 
ein Verrutschen (Slippage) der 
DNA-Polymerase, weisen ver- 
schiedene Stämme des Erregers 
eine unterschiedliche Zahl von 
768 repeats auf (grün). Daher kann 
man sie durch einen Vergleich der 
Zahl der Sequenzwiederholungen 
780 zurückverfolgen. Mittels PCR wird 
dafür die Region mit den repeats 
amplifiziert. Anhand der Länge der 
PCR-Produkte kann man die Zahl 
der Repeats ermitteln. 


nigten Staaten entwickelt, obgleich es etwas merk- 
würdig erscheint, dass die Wahl darauf fiel. Beim 
Menschen verhält sich diese Krankheit recht wech- 
selhaft, sowohl was den Zeitraum bis zum Auftreten 
der Symptome als auch den Verlauf der Krankheit 
angeht. Infizierte Menschen erkranken häufig für 
mehrere Wochen, aber selbst unbehandelt verläuft 
die Krankheit nur selten tödlich. Tularämie, eine 
von Francisella tularensis verursachte Krankheit 
von Nagetieren und Vögeln, führt beim Menschen 
ohne entsprechende Behandlung zu einer Sterblich- 
keit von 5-10 %. Sie ist hochgradig infektiös und gilt 
im Allgemeinen als Krankheit, welche die Infizier- 
ten zwar außer Gefecht setzt, aber nicht unbedingt 
tödlich verläuft. Nach wie vor wird sie als mögliche 
Gefahr betrachtet. Die von dem Bakterium Burkhol- 
deria pseudomallei hervorgerufene Krankheit Melio- 
idose ist mit Rotz (Burkholderia mallei) verwandt. 
Die Krankheit Rotz betrifft Pferde, Melioidose ist 
eine seltene Krankheit bei Nagetieren aus dem Fer- 
nen Osten und wird von Rattenflöhen übertragen. 
Trotz der Vorsilbe pseudo- im Namen des Erregers 
ist Melioidose infektiöser als Rotz und verläuft beim 
Menschen in 95 % der Fälle tödlich. 


Pest führt zu einer ausgesprochen hohen Sterblich- 
keit, die Lungenpest kann direkt von Mensch zu 
Mensch übertragen werden. Tularämie verläuft sel- 
ten tödlich, ist aber äußerst infektiös und setzt die 
Infizierten außer Gefecht. Beide Erreger kommen 
als potenzielle Biowaffen infrage. 
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Pockenvirus 


Der Erreger der Pocken ist ein Vertreter der Familie 
der Pockenviren (Poxviridae). Diese großen Viren 
enthalten eine doppelsträngige DNA (Abb.23.5). 
Pockenviren sind die komplexesten Tierviren und 
aufgrund ihrer Größe sogar gerade noch mit dem 
Lichtmikroskop erkennbar. Sie messen ungefähr 0,4 
mal 0,2 Mikrometer - im Vergleich zu 1,0 mal 0,5 
Mikrometer bei Bakterien wie E. coli. Anders als alle 
anderen tierischen DNA-Viren, deren Replikation 
innerhalb des Zellkerns stattfindet, replizieren Po- 
ckenviren ihre dsDNA im Cytoplasma der Wirtszelle. 
Sie bilden subzelluläre Maschinerien, die man als 
Einschlusskörperchen bezeichnet und in denen die 
Viruspartikel hergestellt werden. Pockenviren haben 
ungefähr 185000 Nucleotide, die für 150 bis 200 
Gene codieren - etwa genauso viel wie die T4-Fami- 
lie der komplexen Bakterienviren. 

Das Variola-Virus infiziert nur Menschen. Das 
erlaubte der Weltgesundheitsorganisation WHO 
(World Health Organization), das Virus auszulö- 
schen, was 1980 gelang. Pocken sind hochgradig 
infektiös und existieren in zwei Varianten: Variola 
major mit einer Sterblichkeitsrate von 30-40 % und 


äußere Membran 


DNA-Genom 
Virionenzyme 


Core-Hülle 


23.5 Pockenvirus 

Sämtliche Pockenviren, darunter auch der Erreger der 
Pocken, sind in ihrer Struktur und DNA-Sequenz nahe ver- 
wandt. Ihr Genom besteht aus dsDNA, umschlossen von 
zwei Hüllschichten. Eine als „Palisade“ bezeichnete Pro- 
teinschicht ist in die Core-Hülle eingebettet. Vorgefertigte 
virale Enzyme sind ebenfalls in das Genom gepackt und 
ermöglichen sofort nach der Infektion eine Replikation. 
Pockenviren infizieren Tiere. Die äußere Virusmembran 
stammt von der Membran der vorherigen Wirtszelle. 


Variola minor mit einer Mortalität von rund 1%. 
Die beiden Formen unterscheiden sich in etwa 2% 
ihrer Basensequenzen. Ein verwandtes, aber recht 
schwaches Pockenvirus ist das Vaccinia-Virus, das 
als Lebendimpfstoff Verwendung findet. Es verleiht 
Immunität gegen mehrere nahe verwandte Pocken- 
viren, darunter die eigentlichen Pocken und Affen- 
pocken. 

Für eine Industrienation bereitet die Präparation 
großer Mengen eines Virus, dessen Partikel recht 
stabil und langlebig sind wie bei Pocken, keine Prob- 
leme. Für ein Land der Dritten Welt könnte dies rea- 
lisierbar sein. Ein potenzielles Szenario für Terroris- 
ten könnte so aussehen, dass freiwillige Selbstmord- 
attentäter sich absichtlich infizieren und dann in 
dicht besiedelte Zielgebiete reisen. Dort mischen sie 
sich unter so viele Menschen wie möglich, indem sie 
an Massenereignissen teilnehmen und in Großstäd- 
ten mit der U-Bahn fahren. 


Der Erreger der Pocken ist das am ehesten als Bio- 
waffe einsetzbare Virus. Das Virus ist hochgradig 
infektiös, die Sterblichkeit kann 30-40 % betragen. 


Andere virale Erreger 


Es wurden noch andere Viren als mögliche Biowaffen 
zur Diskussion gestellt, aber über keines ließ sich eine 
einhellige Meinung erzielen. Wie bereits erwähnt, be- 
nötigen Viren Wirtszellen, weshalb die meisten Viren 
nur schwer in großen Mengen zu kultivieren sind. 
Hinzu kommt, dass viele Viruspartikel sich bei länge- 
rer Aufbewahrung als instabil erweisen. 

Filoviren wie das Ebola- und das Marburg-Virus 
sind eine Familie von Minusstrang-RNA-Viren, die 
lange, dünne Fäden bilden. Die Viren verteilen sich 
im Blutkreislauf und führen dazu, dass die Patien- 
ten Blut erbrechen. Ausbrüche des Ebola-Virus im 
Sudan und in der Demokratischen Republik Kongo 
haben zu einer Sterblichkeit von 80-90% geführt. 
Es existieren jedoch auch zahlreiche nahe verwandte 
Virusstamme, die nicht annähernd so virulent sind. 
Beispielsweise kam es 1989 in einer Forschungssta- 
tion in Reston im US-Bundesstaat Virginia zu einem 
Ebola-Ausbruch bei Affen. Die infizierten Javaner- 
affen waren gerade erst von den Philippinen einge- 
führt worden. Dieser Fall erregte zwar ein enormes 
öffentliches Interesse, der Reston-Stamm des Ebola- 
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Virus erwies sich jedoch für den Menschen als nicht 
tödlich. Zudem kann man sich die meisten Filoviren 
nicht so einfach durch zufälligen Kontakt zuziehen, 
normalerweise muss man für eine Übertragung eng 
mit infizierten Körperflüssigkeiten in Kontakt kom- 
men. Das macht sie in der Praxis zu relativ ungeeig- 
neten Kandidaten für Biowaffen. 

Denguefieber und Gelbfieber werden jeweils 
durch Vertreter der Familie der Flaviviren verursacht. 
Gelbfieber verläuft häufig tödlich, Denguefieber da- 
gegen nur selten, es ist jedoch äußerst schmerzhaft 
und setzt die Opfer mehrere Tage lang außer Gefecht. 
Beide werden durch Stechmücken übertragen, was 
ihre mögliche Verwendung als Biowaffen stark ein- 
schränkt. 

Lassafieber ist eine aufkommende Viruserkran- 
kung, die erstmals Ende der 1960er-Jahre im Gebiet 
des Ortes Lassa in Nigeria auftrat. Das Lassa-Virus ist 
ein Vertreter der Familie der Arenaviren und enthält 
eine segmentierte, einzelsträngige RNA. Verbreitet 
wird es durch Nagetiere. Die Sterblichkeit bei Infek- 
tionen mit dem Lassa-Virus ist extrem hoch, sodass 
man das Virus vorübergehend auch als potenzielle 
Biowaffe ins Spiel brachte. 


Mehrere andere Viren verursachen ähnlich wie das 
Pockenvirus eine hohe Sterblichkeitsrate. In den 
meisten Fällen bereitet es jedoch große technische 
Probleme, die Viren effizient zu verbreiten. 


Tabelle 23.2 Als Biowaffen infrage kommende Toxine 


Botulinustoxin A 0,001 
Enterotoxin B 0,02 
Ciguatoxin P-CTX-1 0,2 
Batrachotoxin 2 
Ricin (RIP) 3 
Tetrodoxin 8 

VX 15 
Letaltoxin von Milzbrand 50 
Aconitin 100 
Mycotoxin T-2 1200 


Gereinigte Toxine als 
Biowaffen 


Als weitere Alternative zur biologischen Kriegsfiih- 
rung bietet sich der Einsatz von Toxinen anstelle 
von lebenden infektiösen Erregern an. Man kennt 
verschiedene Toxine, die man in ausreichenden 
Mengen aufreinigen könnte. Toxine werden von 
Bakterien, primitiven Eukaryoten wie Algen oder 
Pilzen, höheren Pflanzen und Tieren produziert 
(Tabelle 23.2). 


Gereinigte, hoch effektive Toxine kommen eben- 
falls als potenzielle Biowaffen infrage. Einige dieser 
Toxine stammen von Bakterien, andere aus Pflan- 
zen oder Tieren, manche werden auch künstlich 
synthetisiert. 


Botox - Botulinustoxin 


Botulinustoxin (oder Botulinumtoxin) ist die giftigs- 
te bekannte Substanz. Produziert wird sie von dem 
Bakterium Clostridium botulinum, dem Erreger des 
Botulismus, einer schweren Form der Blutvergiftung. 
Es wurde als Biowaffe ins Gespräch gebracht, hat sei- 


Bakterium (C/ostridium) 
Bakterium (Staphylococcus) 
mariner Dinoflagellat 
Pfeilgiftfrosch 

Wunderbaum (Ricinus communis) 
Kugelfisch 

synthetisches Nervengift 
Bakterium (Bacillus anthracis) 
Pflanze (Eisenhut, Aconitum) 


Pilz (Fusarium) 
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ne häufigste Anwendung jedoch unter dem Namen 
Botox in der Kosmetik gefunden. (Vielleicht besteht 
doch noch Hoffnung für die Menschheit!) Außerdem 
wird es zur Behandlung einiger Störungen verwen- 
det, für die ein Muskelrelaxans benötigt wird. 

Botulinustoxin ist ein Neurotoxin (Nervengift), 
das die Übertragung von Signalen von den Nerven 
zu den Muskeln blockiert und dadurch Muskelläh- 
mungen verursacht. Die unglaubliche Effektivität 
von Botulinustoxin ist auf seine enzymatische Wir- 
kung zurückzuführen: Es wirkt als Zink-Proteinase 
und spaltet Proteine der neuromuskulären Endplatte, 
die für die Freisetzung des Neurotransmitters Acetyl- 
cholin erforderlich sind. Der Tod tritt im Allgemei- 
nen durch Lähmung der Lungen und Versagen der 
Atmung ein. 

Clostridium botulinum ruft fast nie Infektionen 
hervor, wächst aber gut in Lebensmittelkonserven, 
die nicht ausreichend sterilisiert wurden. In den kon- 
taminierten Lebensmitteln reichert sich das Botuli- 
nustoxin an und kann dann bei Verzehr der Lebens- 
mittel Botulismus verursachen. Die Bakterien sind 
weit verbreitet und oft in Spuren in der Nahrung 
enthalten. Problematisch wird es, wenn kontami- 
nierte Nahrungsmittel nicht sterilisiert werden und 
unter Luftabschluss aufbewahrt werden, da sich Clos- 
tridium unter diesen anaeroben Bedingungen ver- 
mehren kann. Wird die Nahrung nicht ausreichend 
erhitzt (wodurch das Toxin zerstört wird), kann es zu 
einer Vergiftung kommen. 

Botulinustoxin fehlt eine Leader-Sequenz, und 
es wird nicht sezerniert, sondern durch Lyse der 
Bakterien freigesetzt. Synthetisiert wird das Toxin 
in Form einer einzelnen, inaktiven Proteinvorstufe. 
Diese wird dann gespalten in eine schwere Kette (das 
Bindungsprotein, Molekülmasse ungefähr 100000) 
und eine leichte Kette (das eigentliche Toxin, Mole- 
külmasse ungefähr 50000). Diese werden über Disul- 
fidbindungen zusammengehalten. 

Botulinustoxin wird in einem Komplex mit 
Hämagglutinin produziert, das zum Verklumpen 
(zur Agglutination) von roten Blutkörperchen und 
anderen assoziierten Proteinen führt. Die für diese 
Komponenten codierenden Gene befinden sich zu- 
sammengruppiert in zwei Operons, die in entgegen- 
gesetzter Richtung transkribiert werden (Abb. 23.6). 
Kontrolliert werden sie von dem Aktivatorgen botR, 
das zwischen den beiden Strukturgen-Operons liegt. 
Das Toxin-Gencluster findet sich je nach Clostridium 
botulinum-Stamm auf dem Chromosom, auf Plasmi- 
den oder auf Bakteriophagen, die in das Chromosom 
integriert sind. 


Transkription 


— 


haz0 ha D ha35 botR ntnh bont 


Transkription 


Legende 
Gen codiertes Protein 


bont Botulinustoxin 

botR Aktivatorprotein 

ntnh nichttoxisches Nichthämagglutinin 
ha17 

ha35 } Hämagglutininkomponenten 
ha70 


23.6 Das Botulinustoxin-Gencluster 

Das BotR-Protein reguliert die Expression der beiden 
Operons und kontrolliert auf diese Weise die Expression 
des Botulinustoxins. 


Das Toxin bindet sehr stark an die Synapsen pe- 
ripherer Nerven, insbesondere an neuromuskuläre 
Endplatten, und blockiert die Freisetzung des Neu- 
rotransmitters Acetylcholin. Genauer gesagt bindet 
das Toxin an Rezeptoren in der Synapsenmembran 
und wird als Ganzes von einem Vesikel umschlossen 
aufgenommen (Abb. 23.7). An dieser Stelle kommt es 
zur Trennung der beiden Ketten. Wie für A-B-Toxine 
üblich, dringt nur die toxische Komponente (die 
leichte Kette) in das eukaryotische Cytoplasma ein, 
das Bindungsprotein (die schwere Kette) bleibt im 
Vesikel zurück. 

Botulinustoxin ist eine Zn-abhängige Protease 
und spaltet die SNARE-Proteine, die an der Freiset- 
zung von Acetylcholin durch die Synapse beteiligt 
sind. Genau genommen existieren mehrere verschie- 
dene Varianten des Toxins, die von verschiedenen 
Clostridium botulinum-Stämmen produziert werden. 
Jede Toxinvariante wirkt auf eine andere Stelle eines 
der drei SNARE-Proteine (SNAP-25, Synaptobrevin 
und Syntaxin) ein. Botulinustoxin vom Typ A ist die 
Toxinvariante, die zu klinischen und kosmetischen 
Zwecken eingesetzt wird. Sie spaltet SNAP-25. 

Terroristen der japanischen „AUM-Sekte“ (Omu 
Shinrikyo) haben Anschläge mit Botulinustoxin ver- 
sucht. Zwischen 1990 und 1995 verteilten sie an 
verschiedenen Plätzen in Tokio und an amerikani- 
schen Militäreinrichtungen in Japan Aerosole. Die 
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Rezeptor 


re katalytische 


Domäne (aktiviert) 


Bindungsdomäne 


Translokationsdomäne 


katalytische Domäne 


Anschläge schlugen jedoch fehl, weil die verwende- 
ten Stämme von Clostridium botulinum kein Toxin 
produzierten. 

Botulinustoxin hemmt die Muskelkontraktio- 
nen, durch die Falten und Runzeln entstehen. Zur 
Behandlung von mimisch bedingten Falten werden 
extrem verdünnte Lösungen von Botulinustoxin A 
(Botox) verwendet - vorausgesetzt, die Betroffenen 
können sich das leisten. Botox-Behandlungen kosten 
zwischen 300 und 600 Euro, die Wirkung hält aber 
nur etwa fünf Monate an. Diese Behandlungsform 
verzeichnet den schnellsten Zuwachs in der kosme- 
tischen Medizin. 


Botulinustoxin ist das stärkste bekannte Toxin und 
blockiert die Signalübertragung in den Nerven. 
Gelegentlich treten Fälle von Nahrungsmittelvergif- 
tung auf. Heute wird das Toxin (Botox) verbreitet 
zu kosmetischen Zwecken eingesetzt, um Falten zu 
beseitigen. 


23.7 Aufnahme des Botuli- 
nustoxins 

Die Aufnahme des Botulinustoxins 
an Nervenendigungen nach der- 
zeitigem Kenntnisstand. 1) Das 
Toxin bindet an einem bislang noch 
nicht identifizierten Rezeptor an die 
Membran der Nervenzelle. 2) Es 
wird in einem Endocytosevesikel in 
die Zelle eingeschleust; im Inneren 
dieses Vesikels wird durch eine 
ATP-getriebene Protonenpumpe ein 
saures Milieu aufrechterhalten. 3) 
Bei niedrigem pH-Wert ändert das 
Toxin seine Konformation und baut 
sich in die Vesikelmembran ein. Die 
leichte Kette (rot) wird ins Cytosol 
freigesetzt. 4) Im Cytosol baut die 
leichte Kette eines der drei SNARE- 
Proteine ab. 


Ribosomen-inaktivierende 
Proteine 


Viele höhere Pflanzen produzieren Ribosomen-in- 
aktivierende Proteine (RIPs). Diese spalten die N- 
glykosidische Bindung zwischen Adenin und Ribose 
und auf diese Weise Adenin von einer spezifischen 
Sequenz der großen Untereinheit der ribosomalen 
RNA (28S rRNA bei Eukaryoten, 23S rRNA bei Pro- 
karyoten) ab. In der 28S rRNA von Ratten ist das 
Zielnucleotid Adenin 4324 (Abb. 23.8). Durch die 
Abspaltung des Adenins von der rRNA wird das 
Ribosom völlig inaktiviert. RIPs sind Enzyme und 
können daher zahlreiche nachfolgenden Reaktionen 
katalysieren. Folglich reicht ein einzelnes RIP-Mo- 
lekül aus, um sämtliche Ribosomen zu inaktivieren 
und eine ganze Zelle abzutöten. Die Shiga-Toxine 
von Shigella dysenteriae (dem Erreger der Bakterien- 
ruhr oder Shigellose) und damit verwandte Toxine 
einiger pathogener Stämme von E. coli wirken nach 
demselben Mechanismus. 
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RIP spaltet Adenin ab 


23.8 Wirkort der Ribosomen-inaktivierenden Prote- 
ine von Pflanzen 

Die große Untereinheit des Ribosoms ist ein Komplex 

aus Proteinen und rRNA. RIPs erkennen diese ribosomale 
Untereinheit und spalten ein spezifisches Adeninnucleotid 
von der 28S rRNA-Komponente ab. Ohne das Adenin ver- 
liert das Ribosom seine Funktion. 


Das Ziel-Adeninnucleotid liegt in einer hoch- 
gradig konservierten Schleife in der Nähe des 3- 
Endes der rRNA. Nach Abspaltung dieses einzelnen 
Adenins ist das Ribosom nicht mehr imstande, an 
den Elongationsfaktor 2 (EF-2) zu binden. Dadurch 
wird die Proteinsynthese unterbunden (zur Struktur 
und Aktivität der Ribosomen s. Kap.2). Die RIPs 
greifen gereinigte rRNA von Bakterien und höheren 
Organismen an. Intakte Ribosomen von verschie- 
denen Organismengruppen sind jedoch ausgespro- 
chen unterschiedlich empfindlich gegenüber RIPs. 
Bei weitem am anfälligsten sind die Ribosomen von 
Säugetieren. Insbesondere bei bakteriellen Riboso- 
men zeigen viele RIPs nur eine geringe oder ver- 
nachlässigbare Wirkung; aus diesem Grund konnte 


man die Gene für einige RIPs in E. coli klonieren und 
exprimieren. 

Man kann die RIPs in zwei Klassen unterteilen. 
Typ-I-RIPs bestehen aus einer einzelnen Protein- 
kette. Ihre Toxizität ist relativ gering, weil sie nicht 
effizient in Säugetierzellen eindringen können. Typ- 
II-RIPs bestehen dagegen aus zwei Ketten, A und 
B, und zählen zu den toxischsten Substanzen, die 
man kennt. Wie viele bakterielle Toxine (s. Kap. 21) 
vermittelt die A-Kette die toxische Enzymaktivität, 
die B-Kette das Eindringen in die Zielzelle. Das be- 
kannteste Typ-I-RIP ist Ricin. Es wirkt schon in 
einer Dosis von 3 Mikrogramm pro Kilogramm Kör- 
pergewicht letal - bereits ein halbes Milligramm 
reicht also aus, um einen erwachsenen Menschen 
zu töten. Noch zehnmal toxischer ist allerdings das 
weniger bekannte Abrin der Paternostererbse. Ricin 
erlangte 1978 international traurige Berühmtheit, als 
der bulgarische Dissident und Schriftsteller Georgi 
Markow auf offener Straße in London durch einen 
Ricinanschlag ermordet wurde. Der kommunistische 
Mörder verletzte Markow mit einem präparierten 
Regenschirm am Bein; dadurch wurde eine an der 
Spitze des Schirms angebrachte, mit Ricin gefüllte 
Metallkugel injiziert. 

Die RIPs werden in Form von Vorstufen (Prä- 
RIPs) synthetisiert. Deren weitere Prozessierung 
erfolgt erst nach Verlassen des Cytoplasmas der 
Pflanzenzelle, in denen sie produziert wurden. Des- 
halb wirkt das Toxin für die Pflanze selbst nicht 
tödlich. Codiert wird Ricin durch ein einzelnes Gen 
und synthetisiert als einzelne Polypeptidvorstufe. 
Diese wird dann in zwei Stufen weiterprozessiert. 
Nach dem Export aus der Zelle erfolgt die Abspal- 
tung der Signalsequenz vom N-Terminus. Danach 
wird ein dazwischenliegendes Linker-Peptid her- 
ausgeschnitten, sodass zwei kürzere Polypeptidket- 
ten übrig bleiben, die durch eine Disulfidbindungen 
zusammengehalten werden (Abb. 23.9). Die A-Kette 
weist große Ähnlichkeit zu den Typ-I-RIPs auf, 
die B-Kette ist ein Lectin. Dieses bindet an Ga- 
lactosereste in Glykoproteinen der Zelloberfäche. 
(Lectine sind Kohlenhydrat-bindende Proteine von 
Pflanzen.) 

Ricin wird aus den Samen des Wunderbaumes 
(Ricinus communis; Abb.23.10) gewonnen. Dieser 
wird verbreitet als Zierpflanze und in großen Kultu- 
ren zur Gewinnung von Rizinusöl angepflanzt. Auf- 
grund seiner hohen Toxizität und Stabilität, weil es 
kein Gegengift gibt und weil das Ausgangsmaterial 
problemlos verfügbar ist, haben schon mehrere Ex- 
tremistengruppen den Versuch unternommen, Ricin 
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23.9 Prozessierung von Typ-Il-RiPs 

Das Typ-II-RIP Ricin wird von einem einzelnen Gen codiert. 
Nach Transkription und Translation vermittelt die N-termi- 
nale Signalsequenz von Präproricin das Signal für den 
Export aus der Zelle. Durch Abspaltung der Signalsequenz 
entsteht Proricin. Das Proricin wird nach dem Export pro- 
zessiert, dabei wird das Linker-Peptid zwischen der A- und 
der B-Kette entfernt. Die A- und B-Ketten bleiben aber über 
eine Disulfidbindung verbunden und bilden das reife Toxin. 


zu reinigen und einzusetzen. So gelang es beispiels- 
weise 1991 im US-Bundesstaat Minnesota vier Mit- 
gliedern der gegen die Regierung gerichteten Ext- 
remistengruppe „Patriots Council“, Ricin zu Hause 


23.10 Samen des Wunderbaumes (Ricinus communis) 
Mit freundlicher Genehmigung von Dan Nickrent, Depart- 
ment of Plant Biology, Southern Illinois University, Carbon- 
dale, IL, USA. 


in einem Labor zu reinigen. Wegen eines geplanten 
Mordanschlags mit Ricin auf einen Polizeidirektor 
wurden sie inhaftiert. 


Bestimmte Pflanzen synthetisieren Ribosomen-in- 
aktivierende Proteine (RIPs). Diese inaktivieren die 
rRNA von Zielzellen und wirken besonders effektiv 
gegen Säugetierzellen. Das bekannteste Beispiel ist 
das Ricin des Wunderbaumes. 


Gegen die Landwirtschaft 
gerichtete biologische 
Kriegsführung 


Eine alternative Form der biologischen Kriegsfüh- 
rung ist die Vernichtung von Nahrungsmittelvorrä- 
ten. Anstelle von pathogenen Mikroorganismen, die 
direkt den Menschen infizieren, werden in diesem 
Fall infektiöse Erreger eingesetzt, die auf Nutztie- 
re oder -pflanzen abzielen. Die naheliegenden Zie- 
le sind Nutzpflanzen, die Grundnahrungsmittel wie 
Getreide oder Kartoffeln liefern, denn Nutztiere er- 
nähren sich ebenfalls von Pflanzen, und der Mensch 
kann auch auf eine vegetarische Ernährung umstei- 
gen. Nutzpflanzen werden von vielen verschiedenen 
Krankheiten befallen, deren Erreger als Biowaffen 
eingesetzt werden könnten. Zahlreiche Pflanzen- 
krankheiten werden von primitiven Pilzen wie Rost-, 
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Brand- und Schimmelpilzen hervorgerufen. Ihre 
Sporen sind häufig hochgradig infektiös und werden 
durch den Wind oder durch Niederschläge verbrei- 
tet. In vielen Fällen gibt es keine effiziente Behand- 
lungsméglichkeit. 

Beispiele fiir pathogene Pilze, welche die Ernte 
wichtiger Nahrungspflanzen vernichten können, sind 
unter anderem Sojabohnenrost (auch Asiatischer 
Rost) und Getreideschwarzrost. Bestimmte Pilze ver- 
nichten nicht nur die Ernte, sondern produzieren 
auch noch Toxine. Der auf Roggen oder anderem 
Getreide wachsende Mutterkornpilz produziert bei- 
spielsweise ein Gemisch aus Toxinen. Diese rufen 
ein als Ergotismus bezeichnetes Syndrom hervor, an 
dem Menschen und Nutztiere erkranken und sterben 
(Abb. 23.11). Selbst wenn nur geringe Teile einer 
Ernte befallen sind, muss die gesamte Ernte kontrol- 
liert werden, was mit großen Störungen und wirt- 
schaftlichen Verlusten einhergeht. Sporen pathoge- 
ner Pilze könnten mit einem einzelnen Kleinflugzeug 
in der Luft verteilt werden. Eine andere Möglichkeit 
wäre die gezielte Infektion von Saatgut. So wird bei- 
spielsweise ein Großteil des in den Vereinigten Staa- 
ten ausgepflanzten Saatguts in anderen Ländern pro- 
duziert und wäre damit vor dem Import zugänglich 
für eine potenzielle Kontamination. Die moderne 
Landwirtschaft ist aufgrund großflächiger Monokul- 


23.11 
Pilze wie der Mutterkornpilz (Claviceps purpurea) infizie- 
ren Getreidearten wie Weizen oder Roggen, aber auch 
Gräser wie die hier abgebildete Quecke. Der adulte Pilz 
bildet in den Ähren violett bis schwarz gefärbte Körper- 
chen, die als Mutterkorn bezeichneten Sklerotien. Mit 
freundlicher Genehmigung von David Barker, Department 
of Horticulture and Crop Science, Ohio State University, 
Columbus, OH, USA. 


Mutterkorn auf Quecke 


turen, in denen genetisch identische Zuchtsorten in 
hoher Dichte angebaut werden, besonders anfällig 
für Biowaffen. Den angebauten Pflanzen fehlt die 
genetische Variabilität, die natürliche Populationen 
relativ resistent gegenüber Infektionen macht. Zu- 
dem erleichtert diese Form des Anbaus die rasche 
Ausbreitung von Infektionen. Der Einsatz von Bio- 
waffen in der Landwirtschaft hat noch den weiteren 
Vorteil, dass die Erreger für den Menschen relativ 
harmlos sind und damit keine Gefahr für diejenigen 
darstellen, die diese anwenden. 


Die Sporen hoch infektiöser Pilze könnten gezielt 
als Biowaffen gegen Nutzpflanzen statt gegen Men- 
schen eingesetzt werden. 


Gentechnische Modifikation 
infektiöser Erreger 


Es wurde schon oft darauf hingewiesen, dass man 
durch gentechnische Veränderung noch gefährliche- 
re Versionen infektiöser Erreger erzeugen könnte. An 
dieser Behauptung ist zwar durchaus etwas Wahres 
dran, häufig wird aber auch ziemlich übertrieben. 
Angenommen, man nähme ein harmloses Labor- 
bakterium wie E. coli und würde dieses modifizie- 
ren. Man könnte die Bakterien so verändern, dass 
sie nach Aufnahme in die Darmwand von dort aus 
in andere Zellen eindringen. Mittels weiterer Gene 
könnte man dafür sorgen, dass sie den Blutzellen 
wichtige Eisenvorräte entziehen. Schließlich könnte 
man noch Gene für starke Toxine hinzufügen, welche 
die menschlichen Zellen zum Absterben bringen. 
Damit würde man Escherichia coli sozusagen in sei- 
nen nahen Verwandten Yersinia pestis verwandeln, 
den Erreger der Pest; diese Krankheit existiert aber 
bereits und ist heute endemisch in Indien, China und 
Kalifornien! 

Dass wir nicht alle Epidemien von Infektions- 
krankheiten zum Opfer fallen, liegt nicht daran, dass 
es keine gefährlichen Pathogene gäbe; es liegt an 
der heutigen Hygiene und vorsorglichen Impfpro- 
grammen. Unter geeigneten Bedingungen sind be- 
reits existierende Krankheiten durchaus in der Lage, 
die menschliche Bevölkerung zu dezimieren. Aus 
dieser Sicht stellt die gentechnische „Verbesserung“ 
von Krankheitserregern eine verhältnismäßig geringe 
Gefahr dar. 


Gentechnische Modifikation infektiöser Erreger 
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Es ist bekannt, dass die Biowaffenschmiede der 
Sowjetunion Pockenviren modifiziert und verschie- 
dene künstliche Mutanten und Hybride erzeugt hat. 
Einzelheiten hierzu sind aber kaum in Erfahrung zu 
bringen. In jüngerer Zeit durchgeführte Versuche mit 
Mäusepocken (Ektromelievirus) haben zu besorg- 
niserregenden Ergebnissen geführt. Das Virus ist mit 
dem Erreger der Pocken des Menschen verwandt, 
infiziert aber ausschließlich Mäuse. Seine Virulenz ist 
je nach Mäusestamm sehr unterschiedlich. Genetisch 
resistente Mäuse profitieren von einer zellvermit- 
telten Immunität, nicht von Antikörpern. Natural- 
Killer-Zellen und cytotoxische T-Zellen vernichten 
mit Mäusepocken infizierte Zellen und beseitigen so 
das Virus aus dem Körper. 


Wissenschaftler haben das Mäusepockenvirus 
durch Einbau des menschlichen Gens für das Cyto- 
kin Interleukin 4 (IL-4) modifiziert. IL-4 regt be- 
kanntermaßen die Teilung von B-Zellen an, die An- 
tikörper synthetisieren. Die Wissenschaftler erwar- 
teten von dieser Modifizierung des Virus, dass IL-4 
die Produktion von Antikörpern stimulieren und für 
eine verbesserte und ausgeglichenere Immunantwort 
sorgen würde. In Wirklichkeit passierte jedoch das 
Gegenteil: Es entstand ein Virus mit enorm erhöhter 
Virulenz. Es tötete nicht nur sämtliche der genetisch 
resistenten Mäuse, sondern auch noch die Hälfte der 
zuvor gegen Mäusepocken geimpften Tiere. Durch 
die Expression des überschüssigen IL-4 wurde die 
Aktivität der NK-Zellen und der cytotoxischen T- 
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23.12 Wie Pockenviren das Immunsystem umgehen 
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Pockenviren machen sich viele verschiedene Proteine zunutze, um zu verhindern, dass die infizierte Zelle vom Immunsys- 


tem des Wirtes angegriffen wird. 
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Zellen unterdrückt. Auch wurde die Antikörperre- 
aktion nicht verbessert. Warum, weiß man bislang 
noch nicht genau, der Fall zeigt aber deutlich, dass 
das Immunsystem einer äußerst komplexen Kont- 
rolle unterliegt. 

Ähnliche Resultate ergaben sich mit Stämmen 
des Vaccinia-Virus, das zur Impfung verwendet wird. 
Ob ein Einbau von IL-4 oder anderen Immunregu- 
latoren in das Pockenvirus selbst durch Untergraben 
der Immunantwort zu einer erhöhten Virulenz füh- 
ren würde, weiß man nicht. Pockenviren besitzen 
bereits Gene, die ihrem Schutz dienen, indem sie die 
Wirkung von NK-Zellen und cytotoxischen T-Zellen 
beeinträchtigen (Abb. 23.12). Es handelt sich um die 
sogenannten crm-Gene (engl. cytokine response mo- 
difier genes), die bei verschiedenen Pockenviren un- 
terschiedlich effektiv sind. Ein Grund für die starke 
Virulenz der Pockenviren könnte somit sein, dass sie 
bereits die zellvermittelte Immunantwort des Körpers 
unterdrücken. In diesem Fall wäre bei zusätzlichem 
IL-4 nur eine geringe oder keine weitere Zunahme 
der Virulenz zu erwarten. 


Durch gentechnische Modifikation wurde die Vi- 
rulenz bestimmter Pockenviren erhöht. Ob diese 
Methode auch beim Erreger der Pocken des Men- 
schen funktionieren würde, ist nicht bekannt. 


Erzeugen getarnter Viren 


Eine weitere beunruhigende Errungenschaft der 
Gentechnik ist die Möglichkeit, ein potenziell ge- 
fährliches Virus in einem harmlosen Bakterium zu 
verstecken. Wirklich neu ist dies nicht, denn Bakte- 
riophagen bauen ihr Genom von Natur aus in Bak- 
terienchromosomen oder -plasmide ein und können 
nach Replikation, Zusammenbau und Freisetzung 
weitere Wirte infizieren. Mithilfe von molekularbio- 
logischen Standardmethoden kann man das gesamte 
Genom eines kleinen Virus, das normalerweise Tiere 
oder Pflanzen infiziert, klonen und dann in ein Bak- 
terienplasmid einbauen; auf diese Weise lässt sich 
ein pathogenes Virus praktisch in einem harmlosen 
Bakterium verstecken. Zur Aufnahme der Genome 
größerer Viren kann man anstelle von Plasmiden 
künstliche Bakterienchromosomen verwenden. Im 
Fall von RNA-Viren muss man vor der Klonierung in 
einen bakteriellen Vektor zunächst mithilfe von Re- 


verser Transkriptase eine cDNA-Kopie des Virusge- 

noms erzeugen. Beim Klonieren ganzer Virusgenome 

stellen sich vor allem drei technische Probleme: 

1. Die Genauigkeit der Reversen Transkriptase und 
der bei der PCR verwendeten Polymerase. Die 
ursprünglich verfügbaren Enzyme bauten zu vie- 
le Fehler ein. Heute sind jedoch Reverse Tran- 
skriptasen und PCR-Polymerasen verfügbar, die 
mit hoher Genauigkeit arbeiten. Dadurch können 
nun weitaus längere fehlerfreie RNA- oder DNA- 
Abschnitte erzeugt werden. 

2. Geeignete Vektoren für große DNA-Inserts. Man 
hat Vektoren entwickelt, die extrem große Inserts 
aufnehmen können, beispielsweise künstliche 
Bakterien- oder Hefechromosomen (BACs, bac- 
terial artificial chromosomes, bzw. YACs, yeast 
artificial chromosomes). Mit diesen kann man gro- 
ße Abschnitte eukaryotischer Genome klonieren 
und sequenzieren. 

3. Bestimmte in Virusgenomen vorkommende 
Basensequenzen bleiben in den Plasmiden der 
bakteriellen Wirte nicht stabil erhalten oder wer- 
den nicht repliziert. Man bezeichnet diese als 
poison sequences. Beispielsweise konnte man die 
cDNA-Version des Gelbfiebervirus nicht in einem 
Stück klonieren; daher klonierte man sie in zwei 
Abschnitten, die separat in einem bakteriellen 
Wirt repliziert wurden. Um eine vollständige, 
funktionsfähige cDNA zu erzeugen, mussten die 
beiden Fragmente in vitro verknüpft werden. Bis- 
weilen kann man dieses Problem durch Verwen- 
dung eines geeigneten low-copy-Vektors lösen. 


Viele Zelltypen von Bakterien und Eukaryoten kön- 
nen unter bestimmten Bedingungen durch Trans- 
formation DNA oder RNA aufnehmen (s. Kap. 3). 
Folglich sind die nackten Nucleinsäuregenome vieler 
DNA- und RNA-Viren selbst ohne ihre Proteincap- 
side infektiös. Nach Klonierung eines Virusgenoms 
kann man durch Replikation des Plasmids in einer 
bakteriellen Wirtszelle DNA-Moleküle erzeugen, die 
das Virusgenom enthalten. Solche DNA enthält zwar 
zusätzliche Plasmidsequenzen, kann aber dennoch 
infektiös sein, wenn sie in eine geeignete Wirtszelle 
transformiert wird. 

Erstaunlicherweise gilt dies mitunter selbst für 
RNA-Viren - d.h. die cDNA-Version eines RNA-Vi- 
rus kann erfolgreich Wirtszellen infizieren und eine 
neue Generation RNA-haltiger Viruspartikel entste- 
hen lassen. Dazu muss die cDNA in den Zellkern 
der Wirtszelle eindringen und transkribiert werden, 
um eine RNA-Kopie des Virus zu erhalten. Die virale 
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23.13 Expression eines klonierten RNA-Virus 

Zur Klonierung eines RNA-Virus muss man zunächst mit- 
hilfe von Reverser Transkriptase eine doppelsträngige 
DNA-Kopie herstellen. Diese cDNA wird dann in ein geeig- 
netes Bakterienplasmid eingebaut und in die Bakterienzelle 
transformiert. Zur Kontrolle der Expression der viralen DNA 
wird strangaufwärts der viralen cDNA ein starker Promo- 
tor platziert. Bei einem induzierbaren Promotor muss das 
Bakterium nur den entsprechenden Reiz erhalten, und die 
virale cDNA wird exprimiert. Dies führt zur Produktion von 
Viruspartikeln, die viele Menschen infizieren können. 


RNA durchläuft dann weiter ihren normalen Repli- 
kationszyklus. Gezeigt werden konnte dies an RNA- 
Viren wie dem Poliovirus, Influenzavirus und Coro- 
navirus (einer der Erreger des grippalen Infekts). 

Als bessere Strategie zur Erzeugung von RNA-Vi- 
ren bietet sich an, die CDNA-Version ihrer Genome 
in ein Bakterienplasmid strangabwärts eines starken 
Promotors zu klonieren (Abb. 23.13). In diesem Fall 
wird durch Transkription die natürliche RNA-Ver- 
sion des Virusgenoms erzeugt. Das kann innerhalb 
der bakteriellen Wirtszelle unter Verwendung eines 
bakteriellen Promotors erfolgen. Alternativ kann 
auch ein eukaryotischer Promotor verwendet wer- 
den, um die Transkription der cDNA in virale RNA 
zu verbessern - nachdem die cDNA in die eukary- 
otische Wirtszelle eingeschleust wurde. Mit dieser 
Technologie kann man also Bakterien erzeugen, die 
auf ihren Plasmiden „versteckte“ Tierviren tragen. 
Unterstellt man die gesamte cDNA eines RNA-Virus 
der Kontrolle eines starken bakteriellen Promotors, 
so kann die Bakterienzelle intern durch Transkrip- 
tion große Mengen infektiöser viraler RNA erzeugen. 
Stirbt die Bakterienzelle ab und zerfällt, so wird 
die virale RNA freigesetzt. Würde man ein für den 
Menschen gefährliches RNA-Virus in ein harmloses 
Darmbakterium einschleusen - unter der Kontrolle 
eines Promotors, der auf die im Darm herrschenden 
Bedingungen reagiert -, so könnte dies eine ernst- 
hafte Bedrohung darstellen. 


Bestimmte RNA-Viren können in DNA-Formen um- 
gewandelt und in Bakterienzellen eingebaut wer- 
den. Danach gibt es mehrere Möglichkeiten, um 
infektiöse Virenpartikel oder RNA zu erzeugen. 


Biosensoren und der 
Nachweis von Biowaffen 


Biosensoren sind Geräte zum Nachweis und zur Mes- 
sung von Reaktionen, die auf biologischen Mechanis- 
men beruhen; häufig wird durch eine enzymatische 
Reaktion ein elektrisches Signal erzeugt. Bislang wur- 
den Biosensoren in der klinischen Diagnostik sowie 
für Lebensmittel- und Umweltanalysen eingesetzt. 
Das bei weitem umfangreichste Anwendungsgebiet 
war die klinische Überwachung des Blutglucosespie- 
gels mithilfe des Enzyms Glucose-Oxidase. Insbeson- 
dere für eine geeignete Behandlung von Diabetes ist 
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die genaue Kenntnis der Glucosekonzentration eine 
wesentliche Voraussetzung. Einer der Hauptgründe 
für die verbreitete Verwendung von Glucose-Oxidase 
ist ihre außerordentliche Stabilität. Das Enzym kata- 
lysiert die folgende Reaktion: 


Glucose + O, — 6-Gluconolacton + H,O, 


Der Glucose-Biosensor besteht aus einer diinnen 
Schicht Glucose-Oxidase, aufgebracht auf eine 
Sauerstoffelektrode (Abb. 23.14). Die Elektrode misst 


Glucose- 
Oxidase 


Glucose (G) und Sauerstoff 
diffundieren von außen in den Biosensor 


23.14 Glucose-Oxidase-Biosensor 

Dieser einfache Biosensor misst die Glucosekonzentration 
in einer Probe (in der Abbildung unten). Die Glucose- und 
Sauerstoffmoleküle diffundieren durch die Membran. 
Glucose (G) dringt nur in die untere Kammer ein, Sauer- 
stoff kann in alle Kammern diffundieren. Glucose-Oxidase 
wandelt Glucose und Sauerstoff in ö-Gluconolacton (GL) 
und Wasserstoffperoxid um. Dadurch verringert sich die 
Sauerstoffkonzentration, welche die Kathode erreicht, was 
zu einer Veränderung der Spannungsdifferenz zwischen 
Kathode und Anode führt. 


den bei der enzymatischen Reaktion freigesetzten 
Sauerstoff. Der erzeugte Strom liefert ein Maß für 
die Glucosekonzentration. Zwischen der zentralen 
positiv geladenen Platinelektrode und der umgeben- 
den negativ geladenen Silber/Silberchloridelektrode 
wird ein elektrisches Potenzial von ungefähr 0,6 
Volt angelegt. Als Elektrolytlösung dient gesättig- 
tes Kaliumchlorid. Die negativ geladene Elektrode 
(Kathode) ist mit einer dünnen Teflonmembran be- 
schichtet, durch die Sauerstoff hindurchdiffundieren 


€ a2t 


Coelenteramid 


23.15 Lichtemission durch Aequorin 

Das Protein Aequorin aus der Leuchtqualle Aequorea 
victoria emittiert bei Vorhandensein seines Substrats 
Coelenterazin sowie von Sauerstoff und Calcium blaues 
Licht. Das Enzym bindet Uber den Sauerstoff an Aequorin. 
In Anwesenheit von Calcium strahlt der Komplex blaues 
Licht ab, zersetzt das Substrat zu Coelenteramid und setzt 
Kohlendioxid frei. 
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kann, andere Moleküle, die reagieren könnten, wer- 
den abgehalten. Folgende Reaktionen finden an den 
Elektroden statt: 


Platinkathode (Aufnahme von Elektronen) 
O,+4H'+4e° >2H,0 


Ag/AgCl-Anode (Abgabe von Elektronen) 
4Ag+4Cl — 4 AgCl+4e 


Mittlerweile besteht ein zunehmendes Interesse da- 
ran, Biosensoren zum Nachweis von Toxinen, Viren 
und méglicherweise weiteren Agenzien mit Biowaf- 
fenpotenzial einzusetzen. Besonders nützlich wäre 
ein handliches kleines Gerät, das ein schnelles Ergeb- 
nis liefert. Mehrfach wurden Vorschläge unterbreitet, 
spezifische Antikörper oder Antikörperfragmente als 
Detektoren für Biowaffen zu nutzen (s. Kap. 6). 

Jede B-Zelle trägt für ein Antigen spezifische An- 
tikörper. Daher wurde beispielsweise vorgeschlagen, 


Zielmolekül 


oa 
Coelenterazin 


Aequorin 


ganze B-Zellen für den Biosensor zu verwenden. 
Die Bindung eines Antigens an den Antikörper auf 
der Oberfläche einer B-Zelle löst eine Signalkas- 
kade aus. Man hat gentechnisch B-Zellen hergestellt, 
die Aequorin exprimieren, ein Licht emittierendes 
Protein aus der Leuchtqualle Aequorea victoria. In 
Anwesenheit von Calciumionen emittiert Aequorin 
blaues Licht (Abb. 23.15). Lebende Leuchtquallen ge- 
ben blaue Lichtblitze ab, die durch das berühmte 
grün fluoreszierende Protein (GFP) in grünes Licht 
verwandelt werden. 

Würde eine B-Zelle in einem Biosensor einen 
Krankheitserreger (oder irgendeinen anderen ge- 
suchten Mikroorganismus) feststellen, so würde die 
Zelle aufgrund der Aktivierung einer Signalkas- 
kade Calciumionen abgeben (Abb. 23.16). Dadurch 
wiederum würde die Lichtemission von Aequorin 
ausgelöst. Das emittierte Licht könnte mittels ei- 
nes lichtempfindlichen CCD-Sensors (engl. charge- 


<< spezifischer Antikörper 


23.16 Optischer Biosensor mit 
B-Zellen 

Durch Expression von Aequorin 

in B-Zellen würde man ein Detek- 
tionssystem für die Aktivierung 

von B-Zellen erhalten. Die Bindung 
eines Auslösermoleküls, etwa eines 
als Biowaffe eingesetzten Erregers, 
an Rezeptoren auf der B-Zelle 
bewirkt die Öffnung der Calcium- 
kanäle, sodass Calcium in die Zelle 
einströmt. Durch die hohe Calcium- 
konzentration würde Aequorin ak- 
tiviert und blaues Licht abstrahlen. 
Mittels eines CCD-Sensors könnte 
man die Lichtemission messen 

und vor einer potenziellen Biowaffe 
warnen. 


Josuss-qII 
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Antikörperfragmente 


Fixierung 


y 


Anwesenheit einer Biowaffe 


Abb. 23.17 Antikörper-lonenkanal-Biosensor 

Man kann Antikörperfragmente herstellen, die spezifisch 
Biowaffen binden, und diese dann an einer künstlichen 
Membran fixieren. Ein weiteres Fragment des gleichen 
Antikörpers wird an einen Natriumkanal gebunden. Dann 
bringt man die künstliche Membran auf einen mit Gold 
beschichteten Träger auf, der als Elektrode fungiert. Diese 
erkennt Natriumionen, die den lonenkanal passieren. In 
Anwesenheit einer Biowaffe binden die Antikörperfrag- 
mente daran und ziehen die obere Hälfte des Kanals zur 
Seite, sodass keine Verbindung mehr zur unteren Hälfte 
besteht. Daher können nun keine Natriumionen mehr zur 


Goldelektrode passieren, und das Signal schwächt sich ab. 


coupled device) gemessen werden. Zurzeit befindet 
sich diese Methode noch im Entwicklungsstadium. 
Letztendlich wird man damit fünf bis zehn Partikel 
von Krankheitserregern wie Viren oder Bakterien 
nachweisen können. Dazu würde man rund 10000 
für verschiedene Pathogene spezifische B-Zellen in 
Array-Form auf einen einzigen Chip aufbringen. 

Eine andere Methode wird von der Ambri Cor- 
poration in Australien entwickelt. Hierfür werden 
Antikörperfragmente auf eine künstliche biologische 
Membran aufgebracht; diese wird an einen festen Trä- 
ger gebunden, der mit einer Goldelektrode beschich- 
tet ist. In der Membran sind Kanäle für Natriumio- 
nen enthalten. Bei geöffneten Ionenkanälen strömen 
Natriumionen durch die Membran und erzeugen in 
der Goldelektrode einen Strom. Die Ionenkanäle be- 
stehen aus zwei Modulen, die jeweils die halbe Mem- 
bran durchspannen. Bei Vereinigung des oberen und 
unteren Moduls ist der Kanal geöffnet. Durch die 
Bindung von Biowaffen an die Antikörperfragmente 
wird das obere Modul zur Seite weggezogen; dadurch 
werden die beiden Hälften der Kanäle voneinander 
getrennt, und der Kanal wird funktionsunfähig, was 
sich wiederum auf das elektrische Signal auswirkt 
(Abb. 23.17). 
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Für die DNA-Technologie gibt es zahlreiche praktische 
Anwendungsmöglichkeiten. Da jedes Individuum eine 
einzigartige DNA-Sequenz aufweist, kann man DNA- 
Proben zur individuellen Identifizierung nutzen. Mitt- 
lerweile werden DNA-Beweise auch vor Gericht zur 
Feststellung von Schuld oder Unschuld verwendet. 
Erstmals angewendet wurde die DNA-Technologie 
Mitte der 1980er-Jahre in Großbritannien, kurz darauf 
dann auch in den Vereinigten Staaten. Inzwischen 
haben zahlreiche Länder bereits DNA-Datenbanken 
(in Deutschland die DNA-Analysedatei, DAD) be- 
kannter Krimineller erstellt, insbesondere von solchen, 
die schwere Straftaten begangen haben. Am häufigsten 
werden DNA-Nachweise jedoch nach wie vor zur Auf- 
klärung umstrittener Vaterschaften eingesetzt. 

Die Identität kann auch noch auf andere Weise 
festgestellt werden. Schon bei flüchtigem Hinsehen 
erkennt man wesentliche Unterschiede zwischen ver- 
schiedenen Menschen. Genetiker bezeichnen dieses 
äußere Erscheinungsbild als Phänotyp. Die meisten 


körperlichen Unterschiede zwischen Menschen ge- 
hen auf komplexe Wechselwirkungen mehrerer Gene 
im Laufe der Entwicklung zurück. Manche davon 
sind auf den ersten Blick offensichtlich, bei anderen 
muss man schon genauer hinsehen. Das klassische 
Beispiel für einen im Gesetzesvollzug verwendeten 
Phänotyp sind Fingerabdrücke. Fingerabdrücke ent- 
stehen durch Variationen im Muster der Papillarleis- 
ten, kleiner Hautleisten an unseren Fingerbeeren. 
Das Muster der Fingerabdrücke wird durch mehr 
als ein Gen festgelegt (d.h. es ist multigen). Dadurch 
entsteht die enorme genetische Variabilität dieses 
Phänotyps. Selbst die Fingerabdrücke eineiiger Zwil- 
linge sind nicht identisch, wie man vielleicht erwar- 
ten würde. Geringfügige Variationen der Fingerab- 
drücke sind auch durch Umweltfaktoren bedingt, 
die sich auf die Entwicklung auswirken. Bereits seit 
Ende des 19. Jahrhunderts werden Fingerabdrücke 
zur Identifizierung von Personen herangezogen. 

Die individuelle Identifizierung mithilfe von Reti- 
na-Scans ist technisch anspruchsvoller. Dabei macht 
man sich das einzigartige Muster der Blutgefäße der 
Netzhaut an der Hinterseite des Auges zunutze. So 
ein Scan dauert normalerweise eine Minute, weil man 


Das Optibrand-System zum Scannen der Netzhaut von Rindern 
Retina-Scans werden heute auch zur Identifizierung von Rindern verwendet. Mit freundlicher Genehmigung von Optibrand 
Ltd. LLC, Fort Collins, Colorado, USA. 
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mehrfach abtasten muss. Die Person wird mit dem 
Auge direkt vor dem Scanner platziert, sie muss den 
Kopf stillhalten und auf ein rotierendes grünes Licht 
fokussieren. Das Scannen erfolgt mit Infrarotlicht, weil 
die Blutgefäße der Netzhaut dieses besser absorbieren 
als das umgebende Gewebe. Mithilfe eines Compu- 
teralgorithmus wird das gescannte Bild dann in digi- 
tale Daten umgewandelt. Ein Retina-Scan liefert etwa 
zehnmal mehr Informationen als ein Fingerabdruck. 

Früher wurden Retina-Scans überwiegend in Hoch- 
sicherheitseinrichtungen verwendet, beispielsweise von 
der CIA, vom FBI, von der NASA und in einigen Ge- 
fängnissen. Heute werden sie sogar zur Identifizierung 
von Tieren eingesetzt (Abb. 24.1). Der tragbare Scan- 
ner der Optibrand Corporation kommt vor allem bei 
Rindern zum Einsatz. Integriert ist ein GPS-System, 
das Zeitpunkt, Datum und Ort registriert. Mit dem 
Optibrand-System kann man einzelne Tiere identifi- 
zieren und über die gesamte Kette der Lebensmittelver- 
arbeitung verfolgen. Besonders wichtig ist dies, wenn 
der Verdacht auf Rinderwahnsinn besteht und man die 
Herkunft solcher Tiere zurückverfolgen muss. 

Weitere zur Identifizierung nutzbare Merkmale 
finden sich auf molekularer Ebene in Form von 
Proteinen und Polysacchariden. Ein gutes Beispiel 
für individuelle Unterschiede, an denen Proteine 
beteiligt sind, sind die verschiedenen Blutgruppen 
in menschlichen Populationen. Für eine endgültige 
Identifizierung auf molekularer Ebene muss man je- 
doch die Gene selbst analysieren und den Genotyp 
bestimmen. Dies bezeichnet man als DNA-Typisie- 
rung oder DNA-Fingerprinting; genauer beschrie- 
ben wird diese Technik weiter unten. 


Bei Fingerabdrücken und Retina-Scans macht man 
sich extrem detaillierte biologische Daten zur Iden- 
tifizierung einzelner Personen oder Tiere zunutze. 
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Zur Feststellung der Identität kann man alle Arten 
von Körpergewebe und Körperflüssigkeiten verwen- 
den. Die DNA-Technologie ist zwar noch relativ neu, 
aber eine logische Erweiterung der Blutgruppenbe- 
stimmung, die schon seit über 50 Jahren vor Gericht 
verwendet wird. Am häufigsten wird Blut analysiert, 
aber auch andere Körperflüssigkeiten wie Schweiß, 
Tränen, Urin, Speichel und Sperma enthalten Zellen 
mit Oberflächenproteinen, die man analysieren kann. 


Die Zellmembran der roten Blutkörperchen ent- 
hält mehrere Proteine und Lipide mit angehängter 
Kohlenhydratkomponente, die an der Außenseite der 
Zelle exponiert ist. Diese wirken hochgradig anti- 
gen und werden bei der Blutgruppenbestimmung als 
Blutantigene bezeichnet. An diese Antigene binden 
höchst spezifisch Antikörper. Infolgedessen kann man 
zwei verwandte Blutantigene mit nur relativ geringen 
strukturellen Unterschieden dennoch auseinanderhal- 
ten, weil an sie unterschiedliche Antikörper binden. 


Antigen B 


Galactose-Transferase 


yon jedem synthetisiert 


Antigen 0 


N-Acetylgalactosamin-Transferase 


Antigen A 


24.2 Die Moleküle des ABO-Blutgruppensystems 
Die Blutgruppe eines Menschen wird durch antigene 
Glykolipide festgelegt. Das Enzym N-Acetylgalactosamin- 
Transferase synthetisiert durch Anhängen von N-Acetyl- 
galactosamin an das Ende des O-Antigens das Antigen A. 
Galactose-Transferase hängt an das Ende des 0-Antigens 
Galactose an und erzeugt so das Antigen B. Abkürzungen: 
NAGal = N-Acetylgalactosamin, GAL = Galactose, NAGIc = 
N-Acetylglucosamin, FUC = Fucose, GLC = Glucose. 
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Zur Identifizierung werden routinemäßig meh- 
rere Gruppen von Blutantigenen verwendet. Das be- 
kannteste ist das ABO-Blutgruppensystem. Daran 
sind die drei Glykolipide A, B und 0 beteiligt; an 
dasselbe Lipid sind jeweils unterschiedliche Koh- 
lenhydratstrukturen gebunden. Beim A-Antigen ist 
an das Ende des 0-Antigens N-Acetylgalactosamin 
angehängt, beim B-Antigen Galactose (Abb. 24.2). 
Gegen die Antigene A und B werden Antikörper 
produziert, das kürzere 0-„Antigen“ wirkt nur wenig 
antigen und bewirkt nur eine geringe Antikörper- 
produktion. Die nahe verwandten Enzyme, welche 
das A- und B-Antigen synthetisieren, werden von 
verschiedenen Allelen desselben Gens codiert. Fehlt 
dieses Enzym, so entsteht das 0-Antigen. 

In der Bevölkerung liegen also drei Allele vor: A, 
B und 0. Weil jeder Mensch zwei Kopien jedes Gens 
aufweist, besitzt er auch zwei Allele für das ABO-Sys- 
tem. Diese können entweder gleich oder verschieden 
sein. Die Allele für die Antigene A und B sind jeweils 
dominant. Wenn also zumindest ein Allel für A oder 
B vorhanden ist, wird dieses Antigen exprimiert (Ta- 
belle 24.1). Bei Vorhandensein eines A- und eines B- 
Allels werden auf der Oberfläche der Blutzellen beide 
Antigene exprimiert (Blutgruppe AB). 

Gegen die Antigene auf ihren eigenen roten Blut- 
körperchen bilden Menschen keine Antikörper. Jeder 
stellt nur Antikörper gegen fremde Antigene her, also 
gegen solche, die nur bei anderen Individuen vorhan- 
den sind. Menschen mit Blutgruppe A exprimieren 
also Antikörper gegen das Antigen B, solche mit 
Blutgruppe B Antikörper gegen das Antigen A. Perso- 
nen mit Blutgruppe 0 exprimieren Antikörper gegen 
Antigen A und Antigen B, Vertreter der Blutgruppe 
AB haben gar keine Antikörper (s. Tabelle 24.1). Er- 
hält ein Mensch Blut der falschen Blutgruppe, so 
bewirken die eigenen Antikörper ein Verklumpen 
(Agglutination) der fremden Blutzellen. Menschen 


mit Blutgruppe AB gelten als universelle Empfänger, 
weil sie auf keine der anderen Blutgruppen eine Reak- 
tion zeigen. Umgekehrt sind Vertreter der Blutgruppe 
0 universelle Spender, können selbst allerdings nur 
Blut der Blutgruppe 0 erhalten, weil sie sowohl gegen 
Antigen A als auch gegen B Antikörper bilden. 

Weil Menschen zu den diploiden Organismen 
zählen, kann ein Kind eine andere Blutgruppe haben 
als seine Eltern. So bildet beispielsweise eine A0- 
Mutter Antigen A, ein BO-Vater Antigen B, dennoch 
kann ihr Kind die Blutgruppe 0 aufweisen, weil das 
Kind ein 0-Allel auf einem Chromosom der hetero- 
zygoten Mutter und ein weiteres 0-Allel vom hetero- 
zygoten Vater erben kann (Abb. 24.3). 


Elternteil 1 AO 


man a | | 


BEN 


Elternteil 2 BO 


24.3 Vererbung der ABO-Blutgruppen 

Kinder von Eltern mit zwei verschiedenen Blutgruppen 
können auch eine ganz andere Blutgruppe haben als ihre 
Eltern. In diesem Beispiel besitzt Elternteil 1 die Allele für 
die Antigene O und A, Elternteil 2 die Allele für die Anti- 
gene B und 0. Nach Mendelscher Verteilung können ihre 
Kinder die Blutgruppen AB, B, A oder O haben, es sind also 
alle Möglichkeiten denkbar. 


Tabelle 24.1 Das ABO-Blutgruppensystem 
A A A A anti-B 
A 0 A A anti-B 
B B B B anti-A 
B 0 B B anti-A 
A B AB A und B keiner 
0 0 0 keines anti-A und anti-B 


DNA-Fingerprinting 617 


Wer die Mutter eines Kindes ist, ist in der Regel 
bekannt. In den meisten Fällen ist es der Vater, der 
schwieriger festzustellen ist. Bei einer Vaterschafts- 
klage kann durch ABO-Blutgruppenbestimmung nur 
in rund 15-20% der Fälle eine Vaterschaft ausge- 
schlossen werden. Betrachten wir den Fall einer Mut- 
ter mit Blutgruppe A, deren Tochter Blutgruppe AB 
hat. Damit steht fest, dass der Vater seiner Tochter 
das B-Allel vererbt haben muss. Also muss der Vater 
die Allelkombination BO, BB oder AB aufweisen; 
nicht möglich sind AA, AO oder 00. Angebliche Väter 
mit den Blutgruppen A oder 0 kommen also nicht 
für die Vaterschaft infrage, nur Männer mit den Blut- 
gruppen B oder AB. Da viele Menschen die gleiche 
Blutgruppe haben, reicht eine ABO-Blutgruppenbe- 
stimmung alleine nicht für eine sichere Überführung 
eines Schuldigen aus, kann aber beweisen, dass je- 
mand unschuldig ist. 

Es gibt noch mehrere andere Blut- und Gewe- 
beantigensysteme, die im Prinzip dem ABO-System 
ähneln und ebenfalls in der forensischen Medizin 
zum Einsatz kommen. Bei Verwendung des HLA- 
Systems der weißen Blutkörperchen (Lymphocyten) 
beträgt die Ausschlusswahrscheinlichkeit über 90 %. 
Durch eine Kombination von HLA- und ABO-System 
kann man die Ausschlusswahrscheinlichkeit auf 97 % 
steigern. Wenn man nun zusätzlich noch die Blutse- 
rumproteine analysiert, kann man Unschuldige mit 
ziemlicher Sicherheit ausschließen. 

Anhand der folgenden Gleichung wird die kom- 
binierte Wahrscheinlichkeit (P) eines Ausschlusses 
aus mehreren Tests mit den einzelnen Wahrschein- 
lichkeiten P1, P2, P3 und so weiter berechnet: 


P =1 - (1 - P1) (1 - P2) (1 - P3) (1 - P4) etc. 


Zur Blutgruppenbestimmung werden auf der Ober- 
fläche der Blutzellen vorhandene Antigene identi- 
fiziert. Das häufig verwendete ABO-System unter- 
scheidet innerhalb der menschlichen Bevölkerung 
drei verschiedene Allele. 


Forensische DNA-Tests 


Bei vielen Kriminalfällen wird als erster Nachweis die 
Blutgruppe bestimmt. Bisweilen wurden Verdäch- 
tige anhand der AB0-Blutgruppenbestimmung in 
Kombination mit anderen Blutantigenen verurteilt, 
obwohl nur eine Wahrscheinlichkeit von 25-50 % 


besteht, dass die Blutprobe tatsächlich vom Verdäch- 
tigen stammt. DNA-Tests ermöglichen einen viel 
besseren Nachweis und liefern eine Wahrscheinlich- 
keit von nahezu 100 %. 

Zwei Personen haben nie die gleiche DNA. Bei 
der Entwicklung der Gameten (Keimzellen) und der 
Befruchtung werden die einzelnen Chromosomen 
in so vielen verschiedenen Kombinationen auf die 
Nachkommen verteilt, dass es absolut unwahrschein- 
lich ist, dass zwei Personen die gleiche DNA aufwei- 
sen. Fine Ausnahme, die die Regel bestätigt, bilden 
eineiige Zwillinge, denn diese entstehen durch eine 
Teilung der Eizelle, die erst nach der Befruchtung 
erfolgt. 

In manchen Fällen haben ausschließlich DNA- 
Tests, ohne weitere stützende Beweise, für eine Ver- 
urteilung ausgereicht, wenn es lediglich um die 
Identität ging. Zur Entlastung falsch identifizierter 
Personen, die fälschlicherweise für eine Straftat ver- 
urteilt wurden, reichen die Ergebnisse von DNA- 
Tests heute fast immer aus. DNA-Nachweise kann 
man von jedem Körpergewebe und jeder Körper- 
flüssigkeit mit DNA-haltigen Zellkernen erhalten. 
Ob die am Tatort eines Verbrechens gefundenen 
DNA-Spuren mit denen des Verdächtigen oder des 
Opfers übereinstimmen, lässt sich vor allem mit 
zwei Tests überprüfen. Der eine Test wird volks- 
tümlich als „genetischer Fingerabdruck“ (DNA-Fin- 
gerprinting) bezeichnet; der andere erfolgt durch 
eine Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion 
(PCR; polymerase chain reaction) mit anschließen- 
der Hybridisierung oder Sequenzierung. Von Ver- 
dächtigen entnommene Gewebeproben können mit 
Spuren verglichen werden, die am Tatort gesichert 
wurden. 


Bei richtiger Durchführung kann man Personen 
mithilfe von DNA-Tests praktisch unzweifelhaft 
identifizieren. 


DNA-Fingerprinting 


Die Technik des DNA-Fingerprinting beruht auf 
dem charakteristischen Muster, das sich bei der 
Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer 
Länge durch Gelelektrophorese ergibt. Zunächst 
werden DNA-Proben verschiedener Verdächtiger, 
des Opfers sowie Proben vom Tatort des Verbre- 
chens gereinigt. Mithilfe von Restriktionsenzymen 
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werden die Proben in Fragmente unterschiedlicher 

Länge gespalten. Folglich erhält man aufgrund der 

unterschiedlichen Schnittstellen verschieden lange 

Fragmente mit jeweils anderer Position auf dem 

Agarosegel. Unterschiedliche Muster zweier Indivi- 

duen spiegeln somit Unterschiede in der Basense- 

quenz ihrer DNA wider. Die Nucleotidunterschiede, 
die zu Fragmenten unterschiedlicher Länge führen, 
bezeichnet man als Restriktionsfragment-Längenpo- 
lymorphismen (RFLPs; s. Kap.3). Zwischen nicht- 
verwandten Personen tritt vermutlich alle 1000 Nu- 
cleotide eine Abweichung auf. 

Das DNA-Fingerprinting umfasst die folgenden 

Schritte (Abb. 24.4): 

1. Spaltung der DNA mit einem Restriktionsenzym. 

2. Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer 
Länge oder ihrer Molekülmasse durch Gelelekt- 
rophorese. 

3. Sichtbarmachung der Fragmente durch Southern 
Blotting. Nach dem Transfer der aufgetrennten 
Fragmente vom Gel auf einen Nylonfilter wird 
eine radioaktiv markierte DNA-Sonde hinzuge- 
geben. Diese Sonde bindet an komplementäre 
DNA-Fragmente. 

4. Anschließend wird die Position der DNA-Frag- 
mente, die mit der radioaktiven Sonde reagiert 
haben, durch eine Autoradiographie mit einem 
strahlungsempfindlichen Film auf dem Blot sicht- 
bar gemacht. 


Es stehen viele verschiedene Restriktionsenzyme mit 
zumeist charakteristischen Spaltungseigenschaften 
zur Verfügung. In der Praxis verwendet man für 
dieselbe DNA-Probe jeweils mehrere unterschiedli- 
che Enzyme, sodass man für verschiedene Menschen 
jeweils andere Fragmente erhält. Diese kann man 
dann mit DNA-Proben vergleichen, die man beim 
Opfer oder am Tatort gesammelt hat. Aufgrund der 
großen genetischen Variabilität können die RFLP- 
Muster verschiedener Personen sehr stark voneinan- 
der abweichen. Selbst wenn ein geringer Prozentsatz 
der Zielsequenz in der Umgebung der Schnittstelle 
durch eine Mutation verändert wurde, wird noch 
genügend Ähnlichkeit vorhanden sein, sodass die 
Sonde bindet. Der gesamte Vorgang zieht sich über 
mehrere Wochen hin. 

Das Endprodukt eines DNA-Fingerprintings ist 
eine Autoradiographie mit mindestens fünf Bahnen 
(Abb. 24.5). Als Marker dienen standardisierte DNA- 
Fragmente bekannter Größe, die radioaktiv markiert 
wurden. Mit deren Hilfe kann die Größe der verschie- 
denen Fragmente ermittelt werden. Als „Kontrolle“ 


verwendet man eine DNA aus einer Quelle, die nach- 
weislich positiv und zuverlässig auf die DNA-Sonde 
reagiert und somit zeigt, ob der Versuch erwartungs- 
gemäß funktioniert hat. Die übrigen Bahnen sind für 
Proben des Opfers, des Angeklagten und vom Tatort 
bestimmt. Im vorliegenden Beispiel wurde Blut von 
der Kleidung des Angeklagten mit dessen eigenem 
Blut und dem Blut des Opfers verglichen. Die DNA 
von den Blutspuren der Kleidung stimmt tatsächlich 
mit der des Opfers überein. 

Zwei Varianten des DNA-Fingerprintings werden 
durchgeführt: die SLP-Methode (engl. single-locus 
probing) und die MLP-Methode (engl. multi-locus 
probing). Bei der SLP-Methode wird eine Sonde 
verwendet, die spezifisch für eine Stelle ist, also für 
einen einzigen Locus in der genomischen DNA. 
Da der Mensch diploid ist, ergeben sich bei einer 
SLP-Sonde normalerweise pro Person für jeden be- 
stimmten Locus zwei Banden - vorausgesetzt der 
ausgesuchte Locus zeigt genügend allelische Varia- 
tion. Gelegentlich werden auch homozygote Perso- 
nen vorkommen, bei denen sich nur eine einzelne 
Bande ergibt. Für eine vollständige Identifizierung 
mit der SLP-Methode muss man mehrere Reakti- 
onen durchführen und dafür jeweils eine andere 
SLP-Sonde verwenden. SLP-Analysen kommen mit 
geringeren Mengen Material aus als MLP-Analysen 
und sind leichter zu interpretieren und zu verglei- 
chen. Mit SLP-Daten kann man beispielsweise sta- 
tistische Analysen und Häufigkeitsanalysen in der 
Population durchführen. 

Die MLP-Methode wurde bereits vor der SLP- 
Methode angewandt. Für eine MLP-Analyse verwen- 
det man eine Sonde, die an mehrere Stellen (zahlrei- 
chen Loci) im Genom bindet. Infolgedessen erzeugt 
eine MLP-Sonde bei jedem Individuum mehrere 
Banden. Weil man nicht weiß, welche Bande von 
welchem Locus herrührt, ist das Ergebnis schwierig 
zu interpretieren. Darüber hinaus kann man auch 
keine statistischen Analysen durchführen und die 
Daten nicht zuverlässig in Computerdatenbanken 
speichern. Also muss man die durch MLP-Sonden 
erzeugten Fingerprints direkt mit anderen auf dem- 
selben Gel vergleichen. Aus diesem Grund ist die 
MLP-Methode weitgehend durch die SLP-Analyse 
ersetzt worden. 


Die Methode des DNA-Fingerprinting beruht auf 
dem einzigartigen Muster, das sich bei verschiede- 
nen Personen ergibt, wenn man DNA-Fragmente 
nach ihrer Länge auftrennt. 
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24.4 Skizze eines DNA-Fingerprintings 

Beim DNA-Fingerprinting wird ein Muster aus DNA-Fragmenten unterschiedlicher Länge erzeugt. Die DNA-Sequenz be- 
stimmt, an welchen Stellen die Restriktionsenzyme spalten. Bei verschiedenen Menschen ergibt sich somit für das glei- 
che Restriktionsenzym ein unterschiedliches Fragmentmuster. Anhand dieser Unterschiede kann man einzelne Personen 
identifizieren. 
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24.5 DNA-Fingerprinting 
Dieses Ergebnis eines DNA-Finger- 
printings zeigt, dass das Muster 
der DNA-Fragmente des Opfers (O) = 
auf der Kleidung des Beschuldigten 
(Jeans, Hemd) gefunden wurde. Die 
ersten beiden und die letzten beiden 
Bahnen sind Standardmarker (be- 
zeichnet als A und 1 kb). Die mit TS 
bezeichnete Bahn diente als positive 
Kontrolle, die zeigen sollte, dass das 
Fingerprinting funktioniert hat. Die 
mit A bezeichnete Bahn zeigt das 
DNA-Muster des Angeklagten. Nach- 
druck mit freundlicher Genehmigung 
von Quick Publishing, LC. 


Verwendung von 
Sequenzwiederholungen 
beim Fingerprinting 


Bei einer Variante des DNA-Fingerprintings konzen- 
triert man sich auf DNA-Abschnitte, die sogenannte 
VNTRs (variable number tandem repeats) enthal- 
ten. Wie bereits in Kapitel 8 ausgeführt, bedeutet 
dies, dass bestimmte DNA-Sequenzen mehrere Male 
wiederholt vorliegen; verschiedene Menschen weisen 
eine unterschiedliche Zahl dieser Sequenzwiederho- 
lungen auf. Diese variieren stark in ihrer Länge. Für 
forensische Zwecke verwendet man heute jedoch im 
Allgemeinen relativ kurze Sequenzwiederholungen, 
die sogenannten STRs (short tandem repeats; s. wei- 
ter unten). VNTRs treten in der Regel in nichtcodie- 
renden Abschnitten der DNA auf. Damit bleibt bei 
Verwendung von VNTRs die Privatsphäre gewahrt, 
weil die codierende DNA einer Person für die foren- 
sischen Analysen nicht offengelegt wird. Man kann 
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VNTRs sichtbar machen, indem man mit Restrik- 
tionsenzymen den DNA-Abschnitt herausschneidet, 
der das VNTR enthält, und anschließend - wie zuvor 
- die DNA-Banden durch Gelelektrophorese auf- 
trennt und mittels Southern Blotting darstellt. Alter- 
nativ kann man die DNA-Fragmente für die VNTR- 
Analyse auch durch PCR erzeugen (s. weiter unten). 
Abbildung 24.6 zeigt entsprechende DNA-Fragmente 
von drei Personen, die sich in der Zahl der repeats 
innerhalb des gleichen VNTR unterscheiden. Folg- 
lich weist auch das Fragment bei jeder der Personen 
eine andere Länge auf. 

Häufig ergibt sich bezüglich der Zahl der repeats 
eines bestimmten VNTR-Abschnitts eine enorme Va- 
riationsbreite bei verschiedenen Personen. Es besteht 
also eine äußerst geringe Wahrscheinlichkeit, dass 
zwei Menschen exakt übereinstimmen oder - wenn 
man so will - eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass 
sie sich unterscheiden. Von einigen VNTRs gibt es 
100 bis 200 Varianten. Das macht sie zu idealen Un- 
tersuchungsobjekten für forensische Analysen. Auch 
wenn es sich bei den VNTRs um keine echten Gene 
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Abschnitt mit Sequenzwiederholungen 


24.6 VNTR-Fingerprinting 


Elektrophorese 


Genomische DNA enthält Regionen mit Sequenzwiederholungen. Die Zahl dieser repeats ist von Person zu Person unter- 
schiedlich. Daher kann man zur Feststellung der Identität die Längen dieser Regionen vergleichen. Mithilfe von Restrikti- 
onsenzymen wird der Abschnitt mit den repeats von den drei Personen isoliert (mit den Buchstaben A, B und C bezeich- 
net). Durch eine Agarosegelelektrophorese kann man dann die Längen der Fragmente ermitteln und vergleichen. 


handelt, bezeichnet man ihre Varianten als Allele. 
VNTRs sind also „Multi-Allel-Systeme“. 

Dadurch entsteht jedoch noch ein praktisches Pro- 
blem: Multiple Tandem-repeats ergeben so viele dicht 
gepackte Banden, dass man die verschiedenen Frag- 
mente mit einer normalen Agarosegelelektrophorese 
nicht unterscheiden kann. Mit anderen Gelen, etwa 
Polyacrylamidgelen, lassen sich nahe beieinander lie- 
gende Banden auftrennen. Als Alternative bietet sich 
die Auftrennung mit einem Gradientengel an. 

Bei den ursprünglich von Alec Jeffreys 1985 in 
England entwickelten DNA-Fingerprintings wurden 
VNTRs mit langen Sequenzwiederholungen verwen- 
det. Dazu wurde die DNA isoliert und mit Restrik- 
tionsenzymen gespalten, denn die PCR kannte man 
damals noch nicht. Von diesen Fragmenten wurden 
dann mittels MLP-Analyse die ersten DNA-Finger- 
prints erstellt. 

STRs sind eine Unterkategorie der VNTRs mit 
nur zwei bis sechs Nucleotiden langen Sequenzwie- 
derholungen. Die meisten STRs sind hinsichtlich 
der Zahl der repeats nicht ganz so variabel wie die 
VNTRs mit ihren längeren Sequenzabschnitten. Da 
von vielen STR-Sequenzen lediglich zehn bis zwanzig 
Allele existieren, reichen sie alleine nicht für eine ein- 
deutige Identifizierung aus. Es sind jedoch zahlreiche 
STR-Loci vorhanden, deshalb erhält man bei gleich- 
zeitiger Analyse mehrerer solcher Loci genügend Da- 
ten, dass sich für jede Person ein individuelles Mus- 


ter ergibt. Heute erzeugt man die DNA-Fragmente 
für STR-Analysen mittels PCR (s. weiter unten). 


Heute verwendet man für ein DNA-Fingerprinting 
Sequenzwiederholungen. In erster Linie werden 
STRs (short tandem repeats) genutzt, weil sich 
diese besonders gut analysieren lassen. 


Einsatz der Polymerase- 
kettenreaktion (PCR) 


Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR; engl. 
polymerase chain reaction) kann man geringste Men- 
gen DNA amplifizieren. Daher ist sie die Methode der 
Wahl, wenn man zu wenig DNA zur Verfügung hat 
oder die DNA für ein Fingerprinting bereits zu stark 
abgebaut ist. Die einzelnen Schritte der PCR wurden 
bereits in Kapitel 4 ausführlich erläutert. Mittels eines 
sogenannten Thermocyclers kann man einen DNA- 
Abschnitt (von 100 bis 3000 bp Länge) innerhalb 
weniger Stunden amplifizieren; als Ausgangsmenge 
reicht dafür ein Picogramm (10°'? g), besser geeignet 
sind jedoch Mengen im Mikrogrammbereich (10° g) 
oder mehr. Selbst die DNA einer einzigen Zelle kann 
man mithilfe der PCR analysieren. 
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Während man für das klassische DNA-Finger- 
printing relativ lange DNA-Stränge benötigte, ist eine 
PCR auch mit kurzen DNA-Abschnitten durchführ- 
bar. Am besten eignet sich die PCR für DNA-Regio- 
nen mit hoher individueller Variabilität. Am besten 
amplifiziert man kleine Abschnitte, die von Person 
zu Person äußerst variabel sind. Stimmen die Se- 
quenzen aus zwei Proben in mehreren höchst variab- 
len Regionen überein, so stammen sie mit ziemlicher 
Sicherheit von derselben Person. Derzeit werden fast 
alle forensischen DNA-Analysen unter Verwendung 
der PCR-Methode durchgeführt. 

Nach Amplifikation der DNA aus einer forensi- 
schen Probe mittels PCR vergleicht man sie mit der 
DNA von einem oder mehreren Verdächtigen. Dazu 
bringt man Spots beider DNA-Proben auf eine Mem- 
bran auf und überprüft, ob sie an eine radioaktiv 
oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte DNA- 
Sonde binden. Entweder erfolgt eine Bindung der 
Sonde oder nicht, jeder Spot kann also ein positives 
oder negatives Ergebnis liefern. Diese Testmethode 
bezeichnet man als dot-blot-Methode (Abb. 24.7). 
Der Hauptunterschied zwischen PCR und DNA-Fin- 
gerprinting besteht also darin, dass man beim DNA- 
Fingerprinting nach Unterschieden in den Fragment- 
größen sucht, während bei der PCR-Analyse auf das 
Vorhandensein oder Fehlen identischer (oder fast 
identischer) DNA-Sequenzen geschaut wird. Falls er- 
forderlich, kann man die mittels PCR amplifizierten 
DNA-Abschnitte auch noch vollständig sequenzieren. 
Eine hierfür geeignete Methode ist die DNA-Array- 
Technologie (s. Kap. 8), denn diese ermöglicht die 
gleichzeitige Analyse mehrerer kurzer Sequenzen. 

Man kann mehrere STR-Loci gleichzeitig ana- 
lysieren, indem man unterschiedliche Primer ver- 
wendet; dadurch erfolgen im gleichen Reaktions- 
ansatz mehrere PCR-Reaktionen (Multiplex-PCR; 
Abb. 24.8). Allerdings muss man darauf achten, dass 
sich die verschiedenen Primer nicht gegenseitig be- 
einflussen, was häufig nicht ganz einfach ist, wenn 
sechs oder mehr Amplifikationen zugleich stattfin- 
den. Mittlerweile sind jedoch spezielle Kits erhält- 
lich, mit denen man bis zu 13 STR-Analysen gleich- 
zeitig in einem Reaktionsansatz ablaufen lassen kann. 
Durch eine solche Multiplex-Analyse erhält man ein 
Gel mit bis zu 2N Banden (wobei N die Zahl der 
analysierten Loci ist). Im genannten Beispiel wür- 
den 13 STR-Loci also 26 Banden ergeben. Weniger 
Banden entstehen bei Personen, die homozygot für 
einen der ausgewählten Loci sind. Auch wenn dies 
alles sehr komplex erscheint: Die verwendeten STRs 
stammen alle von bekannten Sequenzen an bekann- 
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vom Tatort Opfer Verdächtiger Kontrolle 
24.7 Identifizierung mittels PCR und dot-blot-Methode 
In diesem Beispiel wird verglichen, ob Spuren von einem 
Tatort mit Proben des Opfers oder des Verdächtigen über- 
einstimmen. Dazu wird zunächst die DNA des Opfers, des 
Verdächtigen und der Probe vom Tatort isoliert. Mittels 
PCR wird anschließend ein kurzer Abschnitt der DNA mit- 
hilfe von Primern, die eine Region mit hoher Variabilität 
flankieren, amplifiziert. Danach werden die PCR-Produkte 
von den Proben des Tatorts, des Opfers und des Verdäch- 
tigen zusammen mit einer Kontrolle als vier separate Spots 
auf einen Nylonfilter aufgetragen. Dieser wird dann mit 
vier verschiedenen Sonden behandelt, sodass jede Sonde 
mit jedem der verschiedenen PCR-Produkte in Kontakt 
kommt. Die Sonden binden spezifisch an jene Spots, deren 
Sequenzen mit denen der Sonde übereinstimmen. In die- 
sem Beispiel sind die Muster der Probe vom Tatort und des 
Verdächtigen identisch. Damit ist bewiesen, dass die DNA 
am Tatort von dem Verdächtigen stammt. 


ten Positionen auf den Chromosomen, daher kann 
man die einzelnen Banden allesamt identifizieren 
und in Computerdatenbanken eingeben. Multiplex- 
STR-Analysen bilden die Grundlage für die 1995 in 
Großbritannien eingerichtete nationale Datenbank. 
Ähnliche Datenbanken gibt es auch in anderen eu- 
ropäischen Ländern, seit 1998 auch in Deutschland 
und in den Vereinigten Staaten. 


Heute werden die DNA-Fragmente für ein DNA-Fin- 
gerprinting mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
hergestellt. Im gleichen Reaktionsansatz können 

mehrere standardisierte PCRs gleichzeitig ablaufen. 
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24.8 Multiplex-STR-Fingerprinting 

Zunächst werden mithilfe von PCR-Primern drei verschiedene STR-Loci amplifiziert. Die zusammengehörigen Primer wer- 

den jeweils mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um die verschiedenen Loci auseinanderhalten zu kön- 
nen. Anschließend führt man mit den PCR-Produkten eine Agarosegelelektrophorese durch, um die Länge des Fragments 
und damit die Zahl der repeats zu ermitteln. Die Person im abgebildeten Beispiel ist für jeden Locus heterozygot, denn für 
jedes Primer-Set gibt es zwei verschieden große Banden. 


Exkurs 24.1 
Heldenhafter Kakadu liefert DNA-Beweis 


dünne Äste von Bäumen durchbeißen. Bedauerlicher- 
weise ermordeten die Einbrecher sowohl den Vogel als 
auch seinen Besitzer. Bei beiden wurde eine Autopsie 
durchgeführt, wobei man bei dem Vogel speziell auf Blut- 


Ein außergewöhnliches Beispiel für einen DNA-Beweis 
wurde einem Geschworenengericht in Dallas (Texas, 
USA) im September 2002 vorgelegt. Ein als Haustier 


gehaltener Kakadu hatte versucht, seinen Besitzer mit 


Schnabel und Krallen gegen Einbrecher zu verteidigen. 
Am Tatort gefundene Blutspuren stammten offenbar von 
einer Wunde, die der Vogel einem der Angeklagten am 
Kopf beigebracht hatte. Der besagte Vogel, ein Weißhau- 
benkakadu, kann mit seinem kräftigen Schnabel mühelos 


spuren am Schnabel und den Krallen achtete, um einen 
zusätzlichen DNA-Beweis zu haben. Mit dem eindeutigen 
DNA-Beweis konfrontiert, gab einer der Angeklagten die 
Tat zu - beschuldigte aber seinen Komplizen, den Mord 
begangen zu haben. 
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DNA-Tests und 
Wahrscheinlichkeit 


Wenn sich zwei DNA-Proben unterscheiden, müssen 

sie von verschiedenen Personen stammen. Damit 

lassen sich mithilfe von DNA-Tests einzelne Perso- 
nen problemlos aus dem Kreis der Verdächtigen aus- 
schließen. Wenn aber nun der Fall eintritt, dass zwei 

DNA-Proben bei allen durchgeführten Tests über- 

einstimmen? Für eine positive Identifizierung muss 

zusätzlich die Wahrscheinlichkeit berücksichtigt wer- 
den. Dabei geht man von der Annahme aus, dass es 
höchst unwahrscheinlich ist, dass die DNA des Ver- 
dächtigen und die DNA vom Tatort nur rein zufällig 
übereinstimmen. Mittels DNA-Fingerprinting kann 

man heute Wahrscheinlichkeiten von weniger als 1 

zur gesamten Weltbevölkerung erzielen, dass es sich 

um eine zufällige Übereinstimmung handelt. Vor- 
sichtig sollte man jedoch sein, wenn nahe Verwandte 
in einem Gerichtsfall verdächtigt werden, denn die 

Wahrscheinlichkeit für eine Übereinstimmung ist bei 

Verwandten sehr viel größer als in der Allgemeinbe- 

völkerung. 

Die folgenden allgemeinen Schritte sind bei der 
Ermittlung der Wahrscheinlichkeit einer Überein- 
stimmung wichtig: 

1. Man sollte aus der Bevölkerungsgruppe, welcher 
der Verdächtige angehört, nach dem Zufallsprin- 
zip Proben mehrerer Personen nehmen. 

2. Man sollte den Genotyp dieser zufällig ausge- 
wählten Personen bestimmen und die Häufigkeit 
der Allele an den Loci abschätzen, die für die 
DNA-Typisierung verwendet wurden. 

3. Man sollte die Wahrscheinlichkeit berechnen, den 
Genotyp des Verdächtigen zu finden. Dazu geht 
man von der Annahme aus, dass die Allele dieser 
Person an jedem einzelnen Locus eine zufälli- 
ge Auswahl aus der gesamten Population sind. 
(Außerdem wird vorausgesetzt, dass die über- 
prüften Allele nicht gekoppelt, sondern unabhän- 
gig voneinander sind.) 

4. Man sollte die für die verschiedenen Loci ermit- 
telten Häufigkeiten multiplizieren. Die daraus 
resultierende Zahl repräsentiert die Gesamtwahr- 
scheinlichkeit, dass die DNA des Verdächtigen per 
Zufall mit der Probe vom Tatort übereinstimmt. 


Die populationsgenetischen Details, anhand derer 
man Wahrscheinlichkeiten bei genetischen Analysen 
von DNA oder Blutgruppen berechnet, würden den 
Umfang dieses Buches sprengen. Die bei DNA-Tests 


erzielten Wahrscheinlichkeiten reichen heute für eine 
praktisch sichere Identifizierung jedoch absolut aus 
- vorausgesetzt, die Tests werden mit entsprechend 
guten DNA-Proben ordnungsgemäß durchgeführt. 

Interessanterweise wurden schon Personen an- 
hand von DNA-Beweisen für schuldig erklärt, bei 
denen die Wahrscheinlichkeit einer zufälligen Über- 
einstimmung 1:100 betrug; allerdings lagen in diesen 
Fällen zusätzliche stützende Beweise vor. In Fällen, 
bei denen die Beweise in erster Linie auf den DNA- 
Tests beruhen, erwarten die Gerichte immer häufiger 
astronomische Wahrscheinlichkeiten von 1:1 Million 
oder 1:1 Milliarde. 


Heutige DNA-Analysen mithilfe von mehreren STR- 
Sequenzen ermöglichen mit fast völliger Sicherheit 
eine eindeutige Identifizierung. 


Die Zulassung von 
DNA-Beweisen 


In den Vereinigten Staaten ist die Zulassung wis- 
senschaftlicher Beweise in Strafverfahren gesetzlich 
durch den sogenannten Frye-Test (Frye v. United 
States, 1923) geregelt. Dieser besagt, dass neue wis- 
senschaftliche Tests in entsprechenden Wissen- 
schaftlerkreisen erst allgemein akzeptiert sein müs- 
sen, bevor sie vor Gericht als Beweismittel zugelas- 
sen werden. Zusätzlich werden in einigen Staaten 
noch Experten zurate gezogen, die dem Gericht bei 
der Interpretation wissenschaftlicher Beweise hilf- 
reich zur Seite stehen sollen. In jüngster Zeit wur- 
den DNA-Tests in fast allen Fällen als Beweismittel 
zugelassen, wenngleich es gelegentlich Ausnahmen 
gab. In Deutschland werden im polizeilichen Be- 
reich üblicherweise staatliche Laboratorien damit 
beauftragt, DNA-Tests durchzuführen. Das Ergeb- 
nis eines DNA-Tests, eines Fingerabdrucks oder 
einer sonstigen Spur alleine kann nicht über Schuld 
oder Nichtschuld eines Verdächtigen entscheiden. 
Es wird nur als Indiz gewertet, das durch weitere 
ergänzt werden muss. 

Die DNA-Technologie ermöglicht es, Personen 
nun mit weitaus größerer Sicherheit mit einem be- 
stimmten Verbrechen in Zusammenhang zu brin- 
gen oder davon freizusprechen, als es mit den her- 
kömmlichen Bluttests möglich war. Wie die Erfah- 
rung gezeigt hat, kommt es bei Vorhandensein eines 
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DNA-Tests eher zu einer Verurteilung als ohne. Bei 
Vergewaltigungen werden routinemäßig DNA-Tests 
durchgeführt. In den meisten Vergewaltigungsfällen 
gibt der Angeklagte jedoch zu, das vermeintliche Op- 
fer zu kennen, sodass die Identität kein Problem dar- 
stellt. Mit DNA-Tests kann man im Gesetzesvollzug 
auch die Zahl der möglichen Verdächtigen eingren- 
zen, vorausgesetzt, Geschlecht und Rassenmerkmale 
lassen sich durch diese ermitteln. 

Das britische Justizwesen war im Bezug auf DNA- 
Tests wegbereitend. In einem der ersten Fälle konnte 
mittels eines DNA-Tests eine Person ausgeschlossen 
werden, die zunächst in Verdacht stand, den Sexual- 
mord an einem jungen Mädchen begangen zu haben. 
Um den wahren Täter zu finden, unterzog die Polizei 
mehr als 5000 Männer des Dorfes Bluttests (ABO- 
Blutgruppen und Phosphoglucomutase), fand dabei 
aber keine Übereinstimmung. Überführt wurde der 
Mörder ironischerweise, weil ans Licht kam, dass er 
einen anderen Mann dafür bezahlt hatte, dass dieser 
sein Blut für ihn zum Test abgab. Ein nachfolgen- 
der DNA-Test bestätigte, dass seine DNA mit hoher 
Wahrscheinlichkeit mit derjenigen der Spermaprobe 
übereinstimmte, die beim Opfer genommen wurde. 
Daraufhin wurde er schließlich verurteilt. Insgesamt 
gesehen gibt es Großbritannien eine breite Unter- 
stützung, DNA-Profile der gesamten Bevölkerung zu 
speichern. 

In den Vereinigten Staaten wird gegenwärtig vom 
FBI eine nationale DNA-Datenbank geführt und 
diese bei der Suche nach Verdächtigen häufig per 
Computer durchsucht. Zwar werden gelegentlich 
Bedenken bezüglich der Wahrung der Privatsphäre 
geäußert, aber all diejenigen, für die zu Freiheit auch 
die Freiheit zählt, eine Straße entlanggehen zu kön- 
nen, ohne überfallen zu werden, sehen diese Ent- 
wicklungen mit Wohlwollen. Können DNA-Infor- 
mationen auch missbraucht werden? Darauf könnte 
man antworten, dass jede Information missbraucht 


Exkurs 24.2 


werden kann. In der Vergangenheit wurden Men- 
schen wegen ihrer Rassenzugehörigkeit oder ande- 
rer genetischer Merkmale verfolgt. Andererseits sind 
kaum detaillierte DNA-Informationen erforderlich, 
um Menschen einer bestimmten Rasse zuzuordnen. 
In der Praxis bedeutet die sehr viel höhere Genau- 
igkeit von DNA-Tests im Vergleich zu beispielsweise 
Blutgruppenanalysen, dass es in der Regel möglich 
ist, einzelne Individuen zu identifizieren. Aus diesem 
Grund sind Rassenvorurteile bei DNA-Tests weitge- 
hend ausgeschlossen. 


In den Industrienationen haben DNA-Tests mittler- 
weile weite Verbreitung erlangt; viele Länder rich- 
ten nationale Datenbanken ein. 


Genealogische Forschungen 
mittels mitochondrialer DNA 
und Y-Chromosomen 


Mitochondriale DNA-Sequenzen haben sich als sehr 
nützlich erwiesen, um die Evolution des modernen 
Menschen auf molekularer Ebene zurückzuverfolgen. 
Auch in der Forensik können Analysen der mito- 
chondrialen DNA (mtDNA) eingesetzt werden. Der 
größte Vorteil besteht darin, dass mtDNA in jeder 
Zelle in zahlreichen Kopien vorliegt und so für eine 
Analyse leichter in ausreichenden Mengen zu gewin- 
nen ist. Die Sequenz der mtDNA variiert bei nicht- 
verwandten Individuen zwischen 1% und 2%. 

Der größte Nachteil ist, dass die mtDNA nahe 
verwandter Individuen keine Variationen zeigt. Mi- 
tochondrien werden über die Mutter vererbt, daher 
besitzen alle Menschen, die von derselben mütter- 


DNA-Tests vereiteln unsaubere Geschäfte 


Mithilfe der DNA kann man nicht nur Menschen, sondern 
auch Tiere identifizieren. Was passiert, wenn ein unehren- 


hafter Unternehmer minderwertigen Bonito unter erstklas- 
sigen Tunfisch mischt? Ein Geschmackstest würde deutlich 
machen, dass irgendetwas nicht stimmt, aber nicht ausrei- 
chen, um gesetzlich dagegen vorzugehen. Durch DNA-Ana- 
lysen kann man die Identität der verwendeten Fischarten 


selbst dann feststellen, wenn sie unter andere gemischt 
wurden. Anhand von Sequenzunterschieden und RFLP- 
Analysen von PCR-Fragmenten des Cytochrom-b-Gens, 
das auf der mitochondrialen DNA liegt, kann man zahlrei- 
che nahe verwandte Fischarten auseinanderhalten. Die für 
die Kontrolle von Nahrungsmitteln zuständige Behörde der 
EU macht sich diese Methode inzwischen zunutze. 
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lichen Linie abstammen, die gleichen mtDNA-Se- 
quenzen. Weisen zwei DNA-Proben unterschiedli- 
che mtDNA-Sequenzen auf, so kann man folgern, 
dass sie von verschiedenen Menschen stammen. Im 
umgekehrten Fall gilt dies jedoch nicht. Identische 
mtDNA-Sequenzen finden sich bei allen Menschen, 
die mütterlicherseits miteinander verwandt sind. 
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24.9 Die sieben Töchter Evas 

Oxford Ancestors belegte die sogenannten „sieben 
Töchter Evas“ mit folgenden Namen: Ursula (lateinisch: 
„kleine Bärin“), Xenia (griechisch: „die Gastfreundliche“), 
Helena (griechisch: „die Strahlende“), Velda (skandina- 
visch: „Herrscherin“), Tara (gälisch: „der Fels“), Katrine 
(griechisch: „die Reine“) und Jasmine (persisch: „die 
Blüte“). Durch einen Vergleich der mitochondrialen DNA- 
Sequenzen können Menschen europäischer Herkunft ihre 
Abstammungslinie auf eine dieser sieben Frauen zurück- 
führen. Mit freundlicher Genehmigung von Oxford Ances- 
tors (http:/ /www.oxfordancestors.com). 


Mithilfe mitochondrialer DNA hat man beispiels- 
weise Familienstammbäume erstellt. Mittlerweile 
kann man an Firmen wie Oxford Ancestors sogar 
persönliche DNA-Proben zur Analyse schicken. Mit 
deren MatriLine-Service können alle Personen eu- 
ropäischer Abstammung ihre mütterliche Abstam- 
mungslinie bis auf eine von sieben weiblichen Ahnen 
zurückverfolgen (Abb. 24.9). Fast jeder Europäer oder 
jeder, dessen mütterliche Wurzeln in Europa liegen, 
stammt von einer von nur sieben Frauen ab; deren 
Abkömmlinge machen weit über 95% der heutigen 
Europäer aus. Zu genealogischen Zwecken kann man 
jede dieser sieben Frauen als Gründerin („Urmutter“) 
einer mütterlichen Haplogruppe ansehen. Für Perso- 
nen, deren mütterliche Wurzeln außerhalb Europas 
liegen, stehen ähnliche Analysen zur Verfügung, die 
aber noch nicht ganz so detailliert sind. 

Im Gegensatz zur mtDNA wird das Y-Chromo- 
som nur über die väterliche Seite vererbt. Das Y- 
Chromosom enthält zahlreiche STR-Sequenzen in 
nichtcodierenden Regionen. Von den meisten gibt 
es allerdings nur wenige verschiedene Allele, sodass 
sich nur einige wenige für forensische Analysen eig- 
nen. Ein Vorteil der Verwendung von Y-gebundenen 
STR-Loci ist, dass jede für das Y-Chromosom spezi- 
fische Sequenz von einem Mann stammen muss. Im 
Falle von Sexualverbrechen ist dies häufig hilfreich. 


Stammbäume werden zunehmend durch DNA- 
Sequenzierung erstellt. Die mitochondriale DNA 
wird durch die Mutter vererbt und deswegen häufig 
dazu verwendet, die mütterliche Abstammungslinie 
zurückzuverfolgen. Anhand von Sequenzen des 
Y-Chromosoms kann man die Abstammung väterli- 
cherseits zurückverfolgen. 


Identifizierung der 
sterblichen Überreste der 
russischen Zarenfamilie 


Ein interessantes Beispiel aus der Forensik ist die 
Identifizierung der sterblichen Überreste der rus- 
sischen Zarenfamilie. Dazu wurden sowohl STR- 
Sequenzen der chromosomalen DNA analysiert als 
auch die mitochondriale DNA sequenziert. Der 
letzte russische Zar, Nikolaus II. (Nikolaj Alexan- 
drowitsch Romanow), wurde im Juli 1918 zusam- 
men mit seiner Familie und einer Handvoll Diener 
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ermordet. Nach der Ermordung durch ein Exeku- 
tionskommando der Bolschewiki wurden die Lei- 
chen in einem versteckten Massengrab begraben. 
Im Jahr 1989 wurde dieses Grab entdeckt, zwei Jah- 
re später grub man neun Skelette aus. Eingehende 
forensische Analysen der Knochen, Kleidung und 
persönlichen Besitztümer aus dem Grab lieferten 
den Beweis, dass es sich bei einigen der Skelette 
tatsächlich um den Zaren und seine Familie han- 
delte. Im Auftrag der russischen Regierung führten 
amerikanische und britische Wissenschaftlerteams 
DNA-Tests durch. 


a mitochondriale Abstammung 


Albert von Sachsen-Coburg = K 


Ludwig IV. von Hessen-Darmstadt = Alice 


Viktoria = Ludwig von Battenberg 


von Griechenland 


b STR-Analyse 


Zarin Alexandra = Zar Nikolaus Il. 


An den neun Knochenproben nahmen sie Ana- 
lysen der Kern-DNA und der mtDNA vor. Fünf der 
Leichname waren eindeutig miteinander verwandt, 
wie STR-Analysen an fiinf verschiedenen Genorten 
zeigten (Abb. 24.10). Es handelte sich um Zar Niko- 
laus, seine Gemahlin, Zarin Alexandra, sowie drei 
ihrer vier Töchter. Die vierte Tochter und ihr Sohn, 
der Thronfolger Prinz Alexej, fehlten - ihre Leichen 
waren offenbar vor dem Massenbegräbnis völlig ver- 
brannt. Bei den anderen vier Leichen handelte es 
sich um nicht mit der Zarenfamilie verwandte Be- 


dienstete. 


Zarin Alexandra = Zar Nikolaus Il. 


24.10 Die russische Zaren- 
familie 

a Familienstammbaum von Zarin 
Alexandra, Zar Nikolaus Il. und 
ihren Kindern. Gelb hervorgehoben 
sind Personen mit identischer 
mtDNA. b STR-Analyse der Ge- 
beine von Zar Nikolaus Il. und sei- 
ner Familie. Die Knochen wurden 
mithilfe von PCR-Primern für fünf 


STR-1 15,16 15,16 
STR-2 88 7,10 verschiedene STRs (mit 1-5 be- 
STR-3 3,5 T zeichnet) untersucht. Die drei Kin- 
STR-4 12,13 12,12 der besaßen jeweils Kombinatio- 
STR-5 32,36 11,32 nen der bei den Eltern gefundenen 
STR-Fragmente. Die Zahl des STRs 
ist jeweils mit einem Farbcode 
Olga Tatjana Maria Anastasia Alexej versehen: Rot bei Herkunft von Zar 
Nikolaus Il. und Blau bei Herkunft 
STR-1 15,16 15,16 15,16 A 5 5 gi von Zarin Alexandra. Von zweien 
STR-2 8,10 7,8 0 ! 2 ı!ı 8, der Kinder wurden erst 2007 Kno- 
STR-3 5,7 5,7 a ' pi Fd E i chenfragmente gefunden und als 
sra is) Ee EB ' =. gi solche im Jahr 2008 identifiziert 
STR-5 11,32 iss) Be | z i | 2 F (hier noch als „nicht gefunden“ 


bezeichnet). 
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Die Identität der sterblichen Überreste der Za- 
rin wurde durch Sequenzierung der mitochondrialen 
DNA bestätigt. Zarin Alexandra war die Enkelin von 
Königin Victoria von Großbritannien. Alexandras 
Schwester, Prinzessin Viktoria von Hessen-Darm- 
stadt, war die Großmutter von Prinz Philip, dem 
Herzog von Edinburgh und Gatten der derzeitigen 
britischen Königin. Eine Blutprobe von Prinz Philip 
ergab eine identische mtDNA-Sequenz zu derjenigen 
von den wahrscheinlichen sterblichen Überresten 
von Zarin Alexandra. 

Die mtDNA des Zaren selbst ergab ein noch 
verblüffenderes Resultat. Zwei entfernte Verwandte 
des Zaren mütterlicherseits lieferten DNA-Proben 
für einen Vergleich: Gräfin Xenia Sfiris und der 
Herzog von Fife. Ihre mtDNA-Sequenzen waren un- 
tereinander identisch. Die mtDNA des Zaren war bis 
auf Position 16169 ebenfalls identisch mit der seiner 
Verwandten. An dieser Position hatten die beiden 
Verwandten jeweils ein T, der Zar ein Gemisch aus 
70% T und 30% C. Das legt nahe, dass die Probe 
entweder verunreinigt war oder dass er von dem 
selten auftretenden Phänomen der sogenannten He- 
teroplasmie betroffen war. 

Einige wenige Menschen besitzen zwei Popula- 
tionen von Mitochondrien mit geringfügig abwei- 
chender mtDNA-Sequenz - das nennt man Hetero- 
plasmie. Gelegentlich wird dieser Zustand über die 
mütterliche Linie vererbt. Häufig ist die kleinere Mi- 
tochondrienpopulation bei Nachkommen überhaupt 
nicht mehr vorhanden. Endgültig geklärt wurde die 
Angelegenheit durch Exhumierung des Leichnams 
von Georgi Romanow, dem Bruder des Zaren, der 
1899 an Tuberkulose starb. Georgi zeigte ebenfalls 
die Heteroplasmie - mit dem gleichen Verhältnis 
von T und C an Position 16169 seiner mtDNA. Da 
Heteroplasmie so selten auftritt, kann man bei einer 
Übereinstimmung mit extrem hoher Wahrscheinlich- 
keit von einer korrekten Identifizierung ausgehen. In 
diesem Fall wurde das Wahrscheinlichkeitsverhältnis 
für die Echtheit des Beweises auf über 100 Millionen 
geschätzt! 

Am 17. Juli 1998 wohnten mehr als eine Million 
Menschen der Wiederbestattung des letzten Monar- 
chen von Russland, Zar Nikolaus II., seiner Gemah- 
lin, Zarin Alexandra, und drei seiner fünf Kinder, 
Olga, Tatjana und Maria, bei. Die Beerdigungsze- 
remonie fand in der Peter-und-Paul-Festung in St. 
Petersburg (das in der Zeit des Kommunismus Le- 
ningrad hieß) statt. 


Durch Analysen der Kern-DNA und der mitochon- 
drialen DNA konnten die sterblichen Überreste 
der russischen Zarenfamilie eindeutig identifiziert 
werden. 
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Annäherung an die 
Bioethik 


In diesem Buch geht es um eine Einführung in 
die Wissenschaft der Molekularbiologie und deren 
Anwendungen in der Biotechnologie. Im letzten 
Kapitel soll nun nicht die Bioethik an sich erklärt 
werden; es ist vielmehr ein Versuch, kurz und bün- 
dig die ethischen Fragen zusammenzufassen, die 
sich aufgrund der Fortschritte in der Biotechno- 
logie ergeben. In jedem Kapitel des Buches wurde 
auf Probleme und Möglichkeiten hingewiesen. Es 
wurden eine Menge Fragen gestellt, aber nur wenige 
definitive Antworten gegeben, weil moralische Ent- 
scheidungen unserer Ansicht nach der Leser treffen 
sollte, nicht die Autoren. Andererseits haben wir 
auch nicht versucht, unsere eigenen Meinungen, die 
in vielen Fällen ziemlich offenkundig sind, künst- 
lich zu verbergen. Viele ethische Fragen wurden 
bereits entschieden, ob durch die allgemeine Ak- 
zeptanz der Öffentlichkeit oder durch eine entspre- 
chende Gesetzgebung. Allerdings können Gesetze 
auch wieder aufgehoben werden, und was als mo- 
ralisch akzeptabel gilt, unterliegt einem ständigen 
Wandel. 

Vieles von dem, was als „offizielle“ Bioethik an- 
gesehen wird, stammt aus dem klinischen Bereich 
und bezieht sich auf die Praktiken der Medizin 
sowie auf klinische Tests und Versuche. Diese Prin- 
zipien gelten zwar für das Testen und die Anwen- 
dung klinischer Protokolle, die den Einsatz von 
gentechnisch verändertem Material umfassen, viele 
der neueren Streitfragen in der Genetik und Bio- 
technologie decken sie jedoch nicht ab. Statt der 
traditionellen, klinisch orientierten Ethik wollen 
wir uns hier Fragen zuwenden, die sich aufgrund 
der wissenschaftlichen Fortschritte in jüngerer Zeit 
ergaben. Die Themenliste wurde teilweise anhand 
einer Umfrage unter Studenten erstellt. Bevor wir 
uns den einzelnen wissenschaftlichen Themen zu- 
wenden, werden noch einige allgemeine Fragen 
erörtert. 


Die typische Bioethik erwächst größtenteils aus der 
Medizin. Hier werden jedoch neue Fragen betrach- 
tet, die sich aus der modernen Gentechnologie 
ergeben. 


Macht, Profit, Armut und 
Zugang 


Moral ist ein persönlicher und kostspieliger Luxus 
Henry B. Adams, 1838-1918 


Viele der von der modernen Biologie und Gentechnik 
aufgeworfenen Fragen stellen sich für andere Gebiete 
genauso. Wer soll die Technologie kontrollieren? Was 
sollte verboten und was erlaubt werden, und wer soll 
das entscheiden? Wer sollte davon profitieren? Sollten 
die neuen und kostspieligen Technologien auch den- 
jenigen zugänglich sein, die sich diese gar nicht leisten 
können? Wenn ja, wer sollte dies bezahlen, die Regie- 
rung oder Privatpersonen? Damit verwandt ist die 
Frage bezüglich des Zugangs zu Technologien für die 
Bewohner armer Länder der Dritten Welt. Auf diese 
Frage erhält man ganz unterschiedliche Antworten, je 
nach persönlicher Meinung und kultureller Anschau- 
ung. In jedem Fall sind die Fragen weder neu, noch 
auf die Biologie beschränkt, geschweige denn auf die 
Biotechnologie, und wir wollen auch gar nicht den 
Versuch unternehmen, sie hier zu beantworten. 

In den letzten fünf Jahrzehnten ist die Kluft zwi- 
schen Arm und Reich immer größer geworden. Dies 
gilt ebenso für die Kluft zwischen Industrienationen 
und der Dritten Welt, wie auch, vor allem in jüngster 
Zeit, innerhalb der Industrienationen selbst. Zum 
Teil ist dies durch den technologischen Fortschritt 
begründet. Durch die Mechanisierung sind unaus- 
gebildete menschliche Arbeitskräfte nicht mehr so 
gefragt. So werden beispielsweise in den Industrie- 
ländern noch nicht einmal 5% der Bevölkerung dazu 
benötigt, Nahrungsmittel für alle anzubauen (im 
Vergleich zu ungefähr 90% im Mittelalter). Auch 
die Zahl der Menschen, die für die Produktion von 
Industriegütern benötigt wird, hat sich durch die 
Automatisierung verringert. Infolgedessen hat ein 
erheblicher Anteil der Bevölkerung zunehmend 
Schwierigkeiten, eine lohnenswerte Arbeit zu finden. 
Ob die Biotechnologie den bereits vorherrschenden 
Trend zur Automatisierung noch verstärken wird 
oder ob sie dazu beitragen kann, Armut zu mildern, 
ist noch unklar. 

Viele klinische Methoden, die neue Technologien 
erfordern, sind kostspielig und für die Armen außer 
Reichweite. Das ist das alte Problem der Verteilung 
des Reichtums in technologischer Gestalt und steht 
nicht speziell mit der Gentechnik in Zusammenhang. 
Die Reichen haben stets einen besseren Zugang zu 
teurer Gesundheitsfürsorge, seien dies Medikamente, 
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chirurgische Eingriffe oder einfach nur eine qualitativ 
hochwertige Krankenpflege. Beispielsweise werden 
heute älteren Menschen oder Personen mit runzliger 
Haut Botoxbehandlungen (mit dem Botulinustoxin) 
zur Beseitigung von Falten angeboten (Abb. 25.1) 
- vorausgesetzt, diese Menschen können sich das 
leisten. Botox-Spritzen kosten zwischen 300 und 600 
Euro (das entspricht in vielen Ländern der Dritten 
Welt weit mehr als einem Monatslohn). Die Wirkung 
hält aber nur etwa fünf Monate an. Botulinustoxin 
vom Typ A ist ein toxisches Protein, das von dem 
Bakterium Clostridium botulinum produziert wird 
und Nahrungsmittel vergiftet. Das Toxin blockiert 
die Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin 
an den Nervenzellen, welche die Muskelkontraktion 
steuern. Daher kann es in sehr geringen Mengen an- 
gewendet die Muskelkontraktionen hemmen, die für 
die Bildung von Falten und Runzeln verantwortlich 
sind (für nähere Einzelheiten s. Kap. 23). 

Bei der Erörterung der sozialen Aspekte der Gen- 
therapie und anderer neuer Technologien taucht häu- 
fig die Frage auf, wie diese Ländern der Dritten Welt 
zugänglich gemacht werden sollen. Angesichts von 
Millionen Todesopfern pro Jahr durch Malaria, Tuber- 
kulose und Aids wird der Nutzen kostspieliger, fort- 
schrittlicher Technologien kaum infrage gestellt. Aller- 
dings können sich die meisten Bewohner von Ländern 
der Dritten Welt noch nicht einmal die einfachsten 
Malariamittel leisten, geschweige denn Medikamen- 
tencocktails gegen Aids. Die meisten haben nicht ein- 
mal sauberes Trinkwasser. Von einigen wissenschaft- 
lichen Fortschritten werden mit Sicherheit auch die 
armen Nationen profitieren. Ein Beispiel hierfür ist die 


Massenimmunisierung gegen Infektionskrankheiten 
mit kostengünstigeren, wirkungsvolleren Impfstoffen. 
Transgene Feldfrüchte, die auch auf nährstoffarmen 
Böden wachsen und ohne Düngemitteleinsatz ei- 
nen höheren Ertrag liefern, könnten ebenfalls hilf- 
reich sein. Gewaltige Fortschritte in der traditionellen 
Pflanzenzüchtung führten zwischen den 1940er- und 
den 1980er-Jahren (während der sogenannten „Grü- 
nen Revolution“) zu drastischen Ertragssteigerungen. 
Wenn jedoch Menschen vor dem Hungertod gerettet 
werden, steigt die Bevölkerungszahl. Dadurch kommt 
es wiederum zu Überbevölkerung, was die Ausbrei- 
tung von Infektionskrankheiten begünstigt. Solange 
die Welt die Bevölkerungsexplosion nicht unter Kon- 
trolle bekommt, geraten wir lediglich in eine sinnlose 
Spirale, in der ein Problem das nächste ablöst. 


Manchmal profitieren auch die Armen vom techno- 
logischen Fortschritt. In anderen Fällen vergrößert 
dieser die Kluft zwischen Arm und Reich. 


Unwissenheit, 
Neuerungen und kulturelle 
Gesichtspunkte 


Einen weiteres generelles Problem sind die Auswir- 
kungen von Unwissenheit und Neuerungen auf die 
vermeintliche Moral. Der Mensch hat allgemein 
Angst vor Unbekanntem, und diese Angst wird 


25.1 Botox-Behandlung: vorher und nachher 
Behandlung von „Krähenfüßen“ im Bereich um die Augen mit jeweils 12 U Botox. Das Toxin wurde an drei Stellen ge- 
spritzt. Die Bilder zeigen die Patientin vor und zwei Wochen nach der Behandlung. Nachdruck mit freundlicher Genehmi- 
gung aus: Flynn TC (2006) Update on botulinum toxin. Semin Cutan Med Surg 25: 115. 
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häufig in moralistischer Hinsicht ausgedrückt. Fort- 
schritte in der Wissenschaft und technische Innova- 
tionen werden meist mit den Argumenten begrüßt, 
sie seien entweder unmoralisch oder gefährlich für 
die Gesellschaft oder gar beides. So verglichen bei- 
spielsweise übertrieben enthusiastische Priester bei 
der Erfindung der Dampflokomotive die Flammen in 
der Feuerbüchse mit dem Höllenfeuer. Dieser Aspekt 
der Moral hat nicht speziell etwas mit Wissenschaft 
zu tun, er zeigt sich auch auf anderen Gebieten. So 
werden zum Beispiel neue Moden in der Kleidung, 
Musik oder Unterhaltung häufig als Beweis für den 
moralischen Verfall verurteilt. 

Wissenschaftlicher Fortschritt sieht sich mit einer 
Angst vor Neuem konfrontiert, vermischt mit einer 
Angst, die aus Unwissenheit erwächst. Gentechnik 
und das Klonen von Menschen sind sehr komplexe 
Themen. Nur wenige Personen aus der Bevölke- 
rung können die wissenschaftlichen Fakten dahinter 
beurteilen. Weil über diese Themen nur so wenige 
Menschen Bescheid wissen, werden - bewusste und 
unabsichtliche - Fehlinformationen zum wirklichen 
Problem in der Debatte. Die Unterhaltungsindustrie 
stellt gentechnisch veränderte oder geklonte Organis- 
men häufig als bösartig und gruselig dar. 

Die andere Seite dieses Phänomens ist: Sobald 
eine neue Mode oder Technik erst einmal vertraut 
ist, verfliegen die Einwände gegen ihre angebliche 
Unmoral. Als die Rockmusik aufkam, wurde sie von 
Priestern weithin als unmoralisch verurteilt. Heute 
wird in vielen Kirchen im Gottesdienst Rockmusik 
gespielt, um die Verbindung zur Jugend nicht ab- 
reißen zu lassen. Zahlreiche Rockbands tragen mit 
ihren Texten dazu bei, das Wort Gottes zu verbreiten. 
Lebensrettende Pockenimpfungen wurden einst da- 
mit gleichgesetzt, „Gott zu spielen‘, sind aber heute 
gesellschaftlich weitgehend akzeptiert. 

Als mit dem Schaf Dolly das erste Tier geklont 
wurde, kam dies überall in die Schlagzeilen und löste 
eine erhitzte Ethikdebatte aus. Heute herrscht großer 
Aufruhr bezüglich des Klonens von Menschen und 
der Verwendung von Stammzellen. Das Klonen von 
Tieren ist indessen weithin akzeptiert, und die erfolg- 
reiche Klonierung einer neuen Art ist kaum noch eine 
Meldung auf der Titelseite wert. Als die ersten durch 
in vitro-Fertilisation gezeugten „Retortenbabys“ zur 
Welt kamen, machten selbsternannte Vorreiter der 
menschlichen Moral sie zum Gegenstand erbitterter 
ethischer Debatten. Am 25. Juli 1978 wurde in Eng- 
land Louise Brown geboren, das erste im Reagenzglas 
gezeugte Baby der Welt. Seither kamen Millionen 
weitere hinzu, und mittlerweile wird die künstli- 


che Befruchtung sogar von den meisten Kranken- 
versicherungen bezahlt. Im Dezember 2006 brachte 
Louise Brown selbst ihren auf natürlichem Weg ge- 
zeugten Sohn Cameron John zur Welt, was zeigt, dass 
sich Retortenbabys als Erwachsene auf ganz normale 
Weise fortpflanzen können. Die „moralischen As- 
pekte“ dieses Themas werden heute kaum noch dis- 
kutiert. Inzwischen kann man Retortenbabys sogar 
schon als Schmuckanhänger kaufen (Abb. 25.2). Die 
Tatsache, dass die meisten „grundlegenden ethischen 
Fragen“ fast genauso schnell wieder verschwinden 
wie die Modetrends bei Frauenkleidern, stellt ihre 
tiefe Bedeutung ziemlich in Frage. 

Es gibt noch einen weiteren Faktor, der die meis- 
ten ethischen Entscheidungen ausgesprochen sub- 
jektiv macht: kulturelle Gesichtspunkte. Auffälliger- 
weise lehnen Amerikaner die Gentechnik zumeist 
aus religiösen Gründen ab. Europäer stellen eher die 
potenziellen Gefahren für die menschliche Gesund- 
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25.2 Retortenbaby als Schmuckstück 

Luftdicht versiegelt in seinem Reagenzglas ruht das 
„Retortenbaby“ von Onch friedlich in seinem Nährmedium! 
Mit freundlicher Genehmigung von Onch Movement, 
www.onchmovement.com. 
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heit oder die Umwelt zur Debatte. Der Aufruhr um 
die Gefahren genetisch modifizierter Nutzpflanzen 
und Nahrungsmittel entstand daher zuerst in West- 
europa. Die ethischen Bedenken bezüglich der Ver- 
wendung menschlicher Stammzellen hingegen wur- 
den in Amerika mit der religiös motivierten Abtrei- 
bungsdiskussion vermischt. Man denke nur daran, 
dass Schwangerschaftsabbrüche in den meisten west- 
europäischen Ländern bereits in den 1950er-Jahren 
gesetzlich erlaubt wurden, in Amerika jedoch erst 
in den 1970er-Jahren. War es moralisch vertretbar, 
1960 in England eine Abtreibung vorzunehmen, im 
gleichen Jahr in den Vereinigten Staaten aber unmo- 
ralisch? Lässt dies darauf schließen, dass Moral über- 
wiegend örtliche Sitten und Gebräuche ausdrückt? 
Wenn ja, wessen ethische Normen sollten dann gel- 
ten? Andersherum könnte man auch argumentieren, 
eine Abtreibung sei unmoralisch (oder auch nicht), 
und die lokal unterschiedliche Gesetzgebung spiegle 
diese Ethik einfach nicht wider. 


Ethische Ansichten können sich mit der Zeit ändern 
und je nach Kultur unterschiedlich sein. Unwissen 
und Gewohnheiten haben in der Regel Einfluss auf 
neue Entdeckungen, wobei dieser Einfluss aber im 
Laufe der Zeit nachlässt. 


Mögliche Gefahren für den 
Einzelnen, die Gesellschaft 
oder die Natur 


Wie steht es mit wirklichen Gefahren im Gegensatz 
zu vagen Ängsten vor dem Unbekannten? Wie die 
Geschichte gezeigt hat, können die meisten Techno- 
logien zu verschiedensten Zwecken eingesetzt wer- 
den und sich entsprechend segensreich oder zer- 
störerisch auswirken. Beispielsweise wird Dynamit 
im Bergbau und in Steinbrüchen, aber auch als 
Munition verwendet. Eine verbesserte Ernährung 
sorgt für gesündere Kinder, allerdings auch für wi- 
derstandsfähigere Soldaten, die andere töten. Mit 
einem Teppichmesser kann man einen Karton mit 
Hilfsgütern des Roten Kreuzes öffnen oder auch ein 
Flugzeug entführen. Und so weiter. Wie jede ande- 
re Technologie kann die Biotechnologie natürlich 
ebenfalls missbraucht werden. Sollten wir also keine 
Fortschritte mehr machen, weil damit Missbrauch 
getrieben werden könnte? 


Und was ist mit den unbeabsichtigten oder zu- 
fälligen Gefahren der Biotechnologie? Sämtliche 
Verbesserungen der Gesundheit und des Wohler- 
gehens des Menschen haben auch unvorhersehbare 
Nebenwirkungen. Bei einer höheren Lebenserwar- 
tung gibt es mehr einsame alte Menschen, was wie- 
derum das Gesundheitswesen belastet. Ein größerer 
Anteil an Rentnern bringt die Verteilung des Reich- 
tums durcheinander. Eine geringere Kindersterblich- 
keit verschärft die Überbevölkerung und wirkt sich 
durch den Verbrauch knapper Ressourcen und durch 
die Belastung mit Schadstoffen auf die Umwelt aus. 
Überbevölkerung begünstigt zudem die Entstehung 
und Ausbreitung neuer Infektionskrankheiten. An- 
dere Technologien bringen ebenfalls unerwünschte 
Folgeerscheinungen mit sich. Durch das moderne 
Transportwesen können Kranke viel schneller in 
Krankenhäuser gebracht werden, andererseits ster- 
ben viele Menschen durch Autounfälle. Sollten wir 
Autos, Züge und Flugzeuge abschaffen, weil biswei- 
len Menschen dadurch zu Tode kommen? 

Weit verbreitet ist die Angst, die Gentechnik 
könne Monster, mutierte Menschen oder virulente 
neue Krankheiten hervorbringen. Wird irgendein 
Genkonstrukt aus dem Labor entkommen, sich mit 
einem Organismus in der Natur kreuzen und ein 
furchterregendes Hybridmonster hervorbringen 
(Abb. 25.3)? Wie viele Experimente sind erforderlich, 
um herauszufinden, ob so etwas tatsächlich gesche- 
hen könnte? Wie kann man alle möglichen Resultate 
oder Folgeerscheinungen vorhersehen? Sollten diese 
Technologien verboten werden, bis wir alle Möglich- 
keiten vorhersagen können? In Wirklichkeit vertre- 
ten nur sehr wenige Menschen den ganz extremen 
Standpunkt, sämtliche technologischen Fortschritte 
zu verbieten. Die meisten Menschen würden eher 
von Fall zu Fall individuell entscheiden. 

Im Jahr 1975, in der Anfangszeit der rekombinan- 
ten DNA-Forschung, traf sich die Gemeinschaft der 
Molekularbiologen in Asilomar, Kalifornien, und rief 
dazu auf, jene Versuche vorübergehend einzustellen, 
die als potenziell gefährlich galten. Diese Pause er- 
möglichte dem NIH, allgemeine Richtlinien für die 
Forschungen mit rekombinanter DNA zu erstellen. 

Banaler, aber gleichzeitig auch realistischer ist 
die Besorgnis, gentechnisch optimierte Merkmale 
von Nutzpflanzen könnten auf genetischem Weg auf 
Unkräuter übertragen werden. Die verbesserten Un- 
kräuter würden dadurch ähnliche Vorteile wie Re- 
sistenz gegen Trockenheit, Insekten oder Herbizide 
erlangen. Die Gefahr, dass gentechnisch veränderte 
Organismen oder Cluster modifizierter Gene sich 
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25.3 Die Chimäre der alten 
Griechen 

Die Chimäre war ein monsterhaftes 
Mischwesen der griechischen Mytholo- 
gie, eine Kombination aus Löwe, Ziege 
und Feuer speiendem Drachen, und lebte 
angeblich im Südwesten von Anatolien 
(in der heutigen Türkei). Diese moderne 
Darstellung schuf Rebecca Kemp, 
http://www.wildlife-fantasy.com/. 


verselbstständigen, und die sich daraus ergebenden 
Auswirkungen auf die Umwelt sind eine wesentliche 
Quelle für Dispute. Natürlich können Ökosysteme 
auch durch die Einführung einer neuen Art von 
anderswoher (ohne gentechnische Modifikation) ge- 
schädigt werden. Ein klassisches Beispiel ist das Auf- 
tauchen der Kaninchen in Australien. 


Die potenziellen Gefahren der Gentechnik oder an- 
derer neuer Technologien exakt vorherzusagen, ist 
äußerst schwierig. 


Gesundheitsfürsorge und 
verwandte Themen 


Eine Reihe ganz spezieller ethischer Streitfragen 
könnte man zwanglos unter der Überschrift Gesund- 
heitsfürsorge zusammenfassen. Sie betreffen in erster 
Linie die gegenwärtige Generation und weniger die 
genetische Veränderung zukünftiger Generationen. 
Nur wenige dieser Fragen sind aus moralischer Sicht 
wirklich neu. Sobald eine Technologie nicht mehr 
ganz so neu ist und langsam akzeptiert wird, schwin- 
den auch die damit einhergehenden moralischen Be- 
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denken. Neben der Neuartigkeit werfen die Themen 
Sicherheit und Kosten Probleme auf, die man in 
Angriff nehmen muss, wenn es um Gesundheitsfür- 
sorge geht. 


Bioterrorismus und bakterio- 
logische Kriegsführung 


Objektiv gesehen ist die Wahrscheinlichkeit, einen 
biologischen Angriff zu überleben, weitaus größer, 
als die Chance, einen Nuklearschlag zu überstehen 
(für Details zur bakteriologischen Kriegsführung s. 
Kap. 23). Dennoch empfinden Menschen, die mit 
Mikrobiologie nicht so vertraut sind, Biowaffen als 
sehr bedrohlich und betrachten sie häufig als un- 
moralischer als chemische oder Kernwaffen. Diese 
unverhältnismäßige Reaktion auf die bakteriologi- 
sche Kriegsführung zeigte sich beispielsweise deut- 
lich in der Reaktion auf die Milzbrandanschläge von 
2001/2002 in den Vereinigten Staaten nach dem ter- 
roristischen Anschlag auf das World Trade Center. 
Durch die Milzbrandanschläge kamen zwar nur sehr 
wenige Menschen zu Tode, sie lösten aber eine große 
Angst aus und entwickelten sich zu einem heißen 
Thema in den Medien. Zu den wesentlichen Grün- 
den für diese Angst zählt wahrscheinlich, dass die 
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Erreger nicht sichtbar sind. Gewehre und Bomben 
sind problemlos erkennbar, infektiöse Mikroorga- 
nismen hingegen können mit bloßem Auge nicht 
wahrgenommen werden. Die Angst vor unsichtbaren 
Gefahren kann ziemlich zwanghaft werden. 

Ob man über bakteriologische Kriegsführung 
Forschungen betreiben sollte oder nicht, ist heftig 
umstritten. Erkenntnisse, wie man sich gegen eine 
Infektionskrankheit schützen kann, liefern zwangs- 
läufig auch Informationen, die bei einem Einsatz 
der Erreger gegen einen Feind hilfreich wären. 
Diese Problematik betrifft auch andere Gebiete. So 
ist beispielsweise die Technologie zum Bau eines 
Kernkraftwerks eng verwandt mit der, die man zur 
Entwicklung von Kernwaffen benötigt. Das gleiche 
Know-how kann häufig für positive wie auch für ne- 
gative Ziele genutzt werden. 

Ein weiteres Problem betrifft den Gegensatz zwi- 
schen der Dritten Welt und den Industrienationen. 
Im Zusammenhang mit bakteriologischen Biowaffen 
wurde häufig von „Kernwaffen der Armen“ gespro- 
chen. Nationen, die zu arm sind, um kostspielige 
High-Tech-Waffen zu entwickeln, könnten relativ 
problemlos und kostengünstig einfache biologische 
Waffen zusammenbasteln. Die bakteriologische 
Kriegsführung bildet somit für Länder der Dritten 
Welt eine potenzielle Möglichkeit, sich vor den rei- 
chen Nationen zu schützen. Verschlimmert wird 
dieser Aspekt noch durch die Tatsache, dass Solda- 
ten aus wohlhabenden Ländern eine höhere Lebens- 
erwartung und eine bessere Lebensqualität haben als 
die Bewohner der Dritten Welt. Somit könnte eine 
arme Diktatur in Versuchung geraten, eine biolo- 
gische Waffe innerhalb ihrer eigenen Staatsgrenzen 
freizusetzen und Todesfälle unter dem eigenen Volk 
in Kauf zu nehmen, nur um reiche Eindringlinge 
dadurch abzuschrecken. Hierfür gibt es einen his- 
torischen Präzedenzfall. Im Ersten Weltkrieg waren 
an der Ostfront Typhusepidemien verbreitet. Die 
Serben verloren in den ersten sechs Kriegsmonaten 
150000 Männer durch Typhus, darunter mehr als 
die Hälfte ihrer 60 000 österreichischen Kriegsgefan- 
genen. Paradoxerweise half dies den Serben letztlich, 
weil die Österreicher ihre Armeen aus Angst vor 
einer Infektion von Serbien fernhielten. Nationen 
der Dritten Welt sind aufgrund teilweise extremer 
Armut viel eher an Tod und Krankheit gewöhnt. 
Dies erklärt vielleicht unter anderem, warum die rei- 
chen Nationen so sehr darauf aus sind, bakteriologi- 
sche Kriegsführung zu verbieten, während die viel 
kostspieligeren Massenvernichtungswaffen weiter im 
Umlauf bleiben. 


Fragen: 

Hat die Methode, mit der eine große Zahl von Menschen 
getötet wird, einen Einfluss auf die moralische Einstellung 
zu diesem Handeln? 

Sind Forschungen zur Entwicklung bakteriologischer 
Biowaffen unmoralischer als Forschungen an Kernwaffen 
und chemischen Waffen oder nicht? 

Sollte man präventive Forschung mit Argwohn betrach- 
ten, weil die gleichen oder verwandte Technologien sowohl 
zum Angriff als auch zur Verteidigung eingesetzt werden 
können? 

Sollten biologische Waffen durch international gel- 
tende Gesetze verboten werden, während kostspieligere 
Massenvernichtungswaffen erlaubt bleiben? Ist es nicht zu 
akzeptieren, dass arme Länder Biowaffen besitzen, aber in 
Ordnung, dass „verantwortungsbewusste“ fortschrittliche 
Nationen sie haben? 


Biowaffen erzeugen im Verhältnis zu ihrer Wirkung 
unverhältnismäßig starke emotionale Reaktionen. 
Dies liegt vermutlich daran, dass die infektiösen 
Erreger nicht mit bloßem Auge sichtbar sind. 


Gentherapie 


Die Technik der Gentherapie wurde in Kapitel 17 
erläutert. Erbliche Veränderungen der menschlichen 
Keimbahn (d.h. transgene Menschen) sollen hier aus- 
geklammert werden, es geht lediglich um somatische 
Gentherapie. Die damit in Zusammenhang stehen- 
den Probleme sind weitgehend die gleichen wie bei 
allen anderen neuen Technologien: Sicherheit und 
Kosten. Was die praktische Anwendung anbelangt, 
befindet sich die Gentherapie noch überwiegend im 
Versuchsstadium, und die meisten Fragen drehen 
sich um die Sicherheit der Methoden sowie um die 
Vermeidung möglicher Schäden für die Patienten. In 
den vergangenen Jahren sind in Einzelfällen Patien- 
ten nach einer versuchsweise verabreichten Genthe- 
rapie gestorben oder haben schwere Schäden erlitten. 
Andererseits leiden die meisten dieser Patienten an 
unheilbaren Krankheiten und haben ohnehin nur 
eine geringe Aussicht auf ein langes, gesundes Leben. 


Fragen: 

Wenn man weiß, dass man nur noch ein oder zwei Jahre zu 
leben hat, warum sollte man dann nicht eine neue Behand- 
lung riskieren, an der man zwar vielleicht sterben wird, die 
einem aber auch noch viele Jahre in Gesundheit bescheren 
könnte? 
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Bremsen übermäßige Sicherheitsbestimmungen auf- 
grund von einem oder zwei unglücklich verlaufenen Fällen 
insgesamt die Entwicklung von Behandlungsmöglichkeiten, 
die ansonsten zahlreichen Menschen das Leben retten 
könnten? 

Inwieweit sollte der Steuerzahler die Last kostspieliger 
neuer Technologien für diejenigen tragen, die sich diese 
nicht leisten können? 

Sollte die öffentliche Unterstützung darauf beschränkt 
werden, Forschungen zu finanzieren, oder auch auf klini- 
sche Anwendungen ausgeweitet werden, wenn sich diese 
als erfolgreich erwiesen haben? 


Gentherapie ist eine kostenintensive, mit hohen Ri- 
siken behaftete Technologie, die sich nach wie vor 
weitgehend im Versuchsstadium befindet. 


Ersetzen von Organen, 
künstliche Körperteile und 
der bionische Mensch 


Nach dem gegenwärtigen System sind Organtrans- 
plantationen nur möglich, weil Menschen nach ih- 
rem Tod ihre Organe spenden. Da sich dazu aber zu 
wenige freiwillig bereit erklären, sind Organe stets 
Mangelware. Um dieses Problem zu lösen, wurde 
vorgeschlagen, als Quelle für Ersatzorgane mensch- 
liche Klone zu erzeugen (im Gegensatz zur Erschaf- 
fung neuer Personen). Außerdem werden künstliche 
Gewebe (also nichtbiologischer Herkunft) entwickelt; 
vielleicht werden eines Tages sogar ganze künstliche 
Organe verfügbar sein. Man kann sich auch Ersatzor- 


Exkurs 25.1 


gane vorstellen, die teils aus künstlichen und teils aus 
natürlichen Teilen zusammengesetzt sind. Eine weite- 
re Alternative bietet die Nanotechnologie mit techni- 
schen Entwicklungen in mikroskopischem Maßstab 
(s. Kap.7). Dadurch könnten letztendlich vielleicht 
winzige Geräte, die mit anderen Mechanismen funk- 
tionieren, biologische Komponenten ersetzen. Bei- 
spielsweise könnten Miniaturfilter defekte Nieren 
ersetzen oder bei beeinträchtigtem Sehvermögen 
Lichtsensoren eingesetzt werden (Abb. 25.4). All die- 
se Möglichkeiten sind bislang noch Zukunftsmusik. 
Gegenwärtig scheinen Stammzellen am ehesten dazu 
geeignet, Organe zu regenerieren (s. weiter unten). 

Neue Körperteile zu schaffen und zu transplan- 
tieren ist ausgesprochen kompliziert und somit teuer. 
Das wirft die alte Frage auf, ob auch den Armen diese 
medizinische Fürsorge zuteil werden sollte. Damit in 
Zusammenhang steht die Frage, wie man einen be- 
grenzten Vorrat an Ersatzorganen auf jene Menschen 
aufteilen sollte, die solche Organe benötigen. Der- 
zeit werden die Organe nach Dringlichkeit und dem 
Prinzip „wer zuerst kommt, mahlt zuerst“ verteilt. 
Aber auch hier stellt sich die klassische Frage: „Wenn 
nur eine einzige Leber verfügbar ist, wem sollte man 
sie dann zuteilen: dem Alkoholiker (der sie malt- 
rätieren wird), dem alternden Lehrbuchautor (der 
seine besten Jahre bereits hinter sich hat) oder einem 
kleinen Kind (mit ungewisser Zukunft)?“ Solange es 
keinen unbegrenzten Vorrat an Organen gibt, wird 
diese Debatte anhalten und gute Storys für Bücher 
und Filme liefern. 

Von den 1980er-Jahren an haben mehrere euro- 
päische Länder Gesetze für Organspenden erlassen, 
die von einer Einwilligung zur Spende ausgehen. 
Dabei wird also vorausgesetzt, dass jemand einer 


Nanophobie und das „Gray-Goo-Szenario“ 


Die Entwicklung der Nanotechnologie hat unweigerlich 
dazu geführt, dass parallel dazu das Phänomen der Nano- 
phobie auftrat. In frühen Artikeln über Nanotechnologie 
wurde vorgeschlagen, mit mikroskopisch kleinen, sich 


selbst replizierenden Robotern (Nanobots) Industriepro- 
dukte und geschädigtes menschliches Gewebe aufzu- 
bauen oder zu reparieren. Daraus entwickelte sich wie- 
derum das Szenario, die Nanobots könnten sich unkont- 
rolliert replizieren und sämtliche verfügbaren Ressourcen 
konsumieren, in weitere Nanobots umwandeln und die 
Welt dadurch in „grauen Schleim“ (gray g00) verwandeln. 


Tatsächlich existieren bereits Organismen, die sich 
in weniger als einer halben Stunde replizieren können 
und dies auch kontinuierlich weiter tun, bis sie sämtliche 
verfügbaren Ressourcen aufgebraucht haben. Es sind die 
Bakterien. 

Vielleicht wird die Nanophobie das Denken derer, 
die Untergangsszenarien propagieren, ändern und von 
der Biologie abwenden. Dann könnten Gentechniker viel- 
leicht etwas freier atmen und Fortschritte beim Klonen 
und in der Stammzellenforschung machen. 
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Organspende nach dem Tod zustimmt, sofern er sich 
nicht als Nichtspender hat registrieren lassen oder 
es irgendwelche anderen gegenteiligen Bescheinigun- 
gen gibt (z.B. von Verwandten). In den meisten Fäl- 
len konnte dadurch die Zahl der verfügbaren Organe 
deutlich erhöht werden. 


Fragen: 

Besteht ein ethischer Unterschied zwischen dem Klonen 
von Menschen, um Ersatzteile zu erzeugen, und dem Klo- 
nen zur Produktion neuer Individuen? 

Stellt die Entwicklung ganzer künstlicher Organe eine 
gute Möglichkeit dar, um moralische Bedenken im Zu- 
sammenhang mit der Verwendung natürlicher Organe zu 
vermeiden? Oder wirft die Aussicht des „bionischen Men- 
schen“ andere ethische Fragen auf? 

Wie sollte man aus all denen, die eine Therapie benöti- 
gen, die wenigen glücklichen Empfänger einer technischen 
Ressource auswählen, wenn ein Mangel an dieser Res- 
source herrscht? 


Das Ersetzen von Organen ist ein relativ altes Problem. 
Neue Technologien könnten es ermöglichen, neue und 
verbesserte künstliche Ersatzteile zu schaffen. 


Antibiotika und Wirkstoffe 
gegen Viren 


Begegnet man Bakterien mit Antibiotika, so kann es 
sein, dass sie eine Resistenz entwickeln. Dies kann 
durch Mutation oder durch die Aufnahme mobiler 
genetischer Elemente wie Plasmide, Bakteriophagen 
und Transposons erfolgen, die bereits Antibiotikare- 
sistenzgene enthalten. Die übermäßige und falsche 
Anwendung von Antibiotika hat dazu geführt, dass 
sich immer mehr Antibiotikaresistenzen ausgebreitet 
haben. Folglich wird es ständig schwieriger, wirkungs- 
volle Antibiotika zur Behandlung bestimmter Infekti- 
onen zu finden, deren Erreger eigentlich sensitiv für 
Antibiotika waren. Schätzungen zufolge sterben in 
amerikanischen Krankenhäusern stündlich etwa zwei 
Menschen (oder 17000 im Jahr) an Infektionen mit 
medikamentenresistenten Bakterien. Viele Dinge ha- 
ben zur Ausbreitung antibiotikaresistenter Bakterien 
geführt, darunter auch Habgier, Unwissen und Armut. 

In der Landwirtschaft werden verbreitet be- 
stimmte Antibiotika angewendet, um das Wachstum 
von Nutztieren zu fördern und den Fleischertrag zu 
steigern. Weltweit führend im Antibiotikaverbrauch 
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sind die Vereinigten Staaten mit zehn bis zwölf Mil- 
lionen Kilogramm im Jahr 2001. Nur 10% davon 
wurden zur Behandlung von Menschen verabreicht, 
die restlichen 90% an Tiere. So überrascht es nicht, 
dass gegen solche Antibiotika resistente Bakterien 
mittlerweile weit verbreitet sind. Anders als in den 
Vereinigten Staaten wurde diese Praxis in Europa 
weitgehend unterbunden; hier werden nur noch 40% 
der Antibiotika an Tiere verabreicht. Aufgrund des- 
sen ging die Zahl antibiotikaresistenter Bakterien 
in Europa stark zurück, vor allem in Dänemark, wo 
die Beimischung von Antibiotika in Tierfutter völlig 
verboten wurde. Zudem sind die Preise für Schwei- 
nefleisch und Geflügel nicht aufgrund geringerer 
Fleischerträge gestiegen. 

Ein weiterer Faktor, der die Entstehung und Aus- 
breitung von Antibiotikaresistenz begünstigt, ist, dass 
schon bei geringfügigen Unpässlichkeiten, die wo- 
möglich noch nicht einmal von Bakterien herrühren, 
allzu schnell Antibiotika verschrieben werden. Hinzu 
kommt das Problem, dass Antibiotikabehandlungen 
häufig viel zu früh abgebrochen werden. Werden die 
infizierenden Bakterien nicht durch eine vollständige 
Einnahme der verschriebenen Antibiotika gänzlich 
vernichtet, so können die überlebenden Bakterien 
eine Resistenz entwickeln und sich ausbreiten. Bei 
unzureichender Bildung tendieren Patienten dazu, 
die Einnahme des Medikaments gleich nach Abklin- 
gen der Symptome abzubrechen. Armut spielt eben- 
falls eine wesentliche Rolle. Aus Ersparnisgründen 
wird in armen Ländern die Dosierung der Antibio- 
tikabehandlung häufig herabgesetzt und die Einnah- 
medauer verkürzt. 

Ähnliche Überlegungen gelten auch für Wirk- 
stoffe gegen Viren, beispielsweise solche zur Behand- 
lung von Aids. In diesem Fall mutiert das Virus 
so rasch (s. Kap. 22), dass eine Behandlung mit nur 
einem antiviralen Wirkstoff mit ziemlicher Sicherheit 
bei den meisten Patienten zur Entstehung resistenter 
HIV-Mutanten führt. Daher erhalten Aidspatienten 
Cocktails aus mindestens drei antiviralen Wirkstof- 
fen. Bei einer Resistenz von Mutanten gegen einen 
der Wirkstoffe können dann die anderen die Mu- 
tanten abtöten. Patienten, die sich die kostspieli- 
gen Cocktails nicht leisten können, werden jedoch 
weiterhin mit einem einzelnen Wirkstoff behandelt. 
Auf diese Weise können sich jeweils gegen einen 
Wirkstoff resistente Viren entwickeln. Werden solche 
HIV-Stämme auf eine andere Person übertragen, ist 
es möglich, dass allmählich Mehrfachresistenzen ent- 
stehen. Das Absetzen der Aidsmedikamente, wenn 
sich die Patienten wieder gesund fühlen, stellt eben- 


falls ein ernst zu nehmendes Problem dar, insbeson- 
dere unter der armen Bevölkerung mit unzureichen- 
dem Bildungsstand. Verschärft wird die Problematik 
durch die hohen Kosten einer Aidstherapie sowie die 
umständliche Einnahme mehrerer verschiedener Ta- 
bletten zu unterschiedlichen Tageszeiten. 


Fragen: 

Sollte die Verwendung von Antibiotika in der Viehzucht ver- 
boten werden? Oder sollten bestimmte Antibiotika auf die 
Anwendung beim Menschen beschränkt werden? 

Sollte die Verabreichung von Antibiotika auf Patienten 
mit ernsthaften Krankheiten beschränkt werden? 

Sollten reiche Länder den Export bestimmter Antibio- 
tika an arme Länder verbieten, um sicherzustellen, dass 
diese nicht in zu geringer Dosierung verabreicht werden. 

Sollte man Menschen, die sich Medikamentencocktails 
gegen Aids nicht leisten können, verbieten, einen einzelnen 
antiviralen Wirkstoff einzunehmen, weil dadurch die Gefahr 
besteht, dass das Virus eine Resistenz entwickelt? 


Übermäßige Verabreichung von Antibiotika hat 

zu immer mehr Antibiotikaresistenzen geführt. 
Mehrere europäische Länder haben inzwischen die 
Beimischung von Antibiotika in Tierfutter einge- 
schränkt. 


Eingriffe in die Natur 


Für nicht wenige Menschen, vor allem in Europa, 
bedeutet das Erzeugen transgener Tiere und Pflanzen 
eine gefährliche Einmischung in die Natur. Gewiss, 
der Mensch hat schon seit Tausenden von Jahren an 
der Natur herumgebastelt, um ertragreichere Nutztie- 
re und Nutzpflanzen zu züchten. Heute kann man je- 
doch ganze Einheiten genetischer Information selbst 
über weite taxonomische Grenzen hinweg übertra- 
gen (z.B. von Bakterien auf Tiere oder Pflanzen), 
statt einfach nur aus der neu zusammengestellten ge- 
netischen Variabilität innerhalb einer Population zu 
selektieren oder nahe verwandte Arten miteinander 
zu kreuzen. 

Mit transgenen Tieren und Pflanzen sowie ihren 
Verwendungsmöglichkeiten haben wir uns in den 
Kapiteln 14 und 15 befasst. Die meisten transgenen 
Tiere - vor allem solche, die zur Produktion klinisch 
oder industriell wertvoller Proteine vorgesehen sind 
- würden in der Natur kaum konkurrieren können. 
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Zudem kann man transgene Tiere recht sicher „unter 
Verschluss“ halten. Dagegen könnten Pflanzen mit 
erhöhter Resistenz gegenüber Trockenheit, Krankhei- 
ten oder Schadinsekten in der Natur durchaus Vor- 
teile haben und sich auf natürliche Weise ausbreiten. 
Zudem hybridisieren Pflanzen viel leichter mit ver- 
wandten Wildpflanzenarten und übertragen dadurch 
möglicherweise Transgene auf Wildpopulationen. Bei 
transgenem Mais in Mexiko hat man den Übergang 
von Transgenen auf verwandte Wildpflanzen bereits 
beobachten können. Es gibt also schon Beispiele da- 
für, dass gentechnisch veränderte Organismen in die 
Natur entkommen sind. Inwiefern sich dies auf das 
natürliche Gleichgewicht auswirkt, ist nicht bekannt. 


Der Mensch greift schon seit Tausenden von Jahren 
in die Natur ein. Die Gentechnik ermöglicht jedoch 
viel schneller weitaus größere Veränderungen. 


Transgene Nutzpflanzen 


Über die Verwendung transgener Pflanzen in der 
Landwirtschaft sind erhebliche Debatten entbrannt. 
In diesem Zusammenhang wird häufig von gene- 
tisch modifizierten Organismen (GMO; auch gene- 
tisch veränderten Organismen, GVO) gesprochen. 
Dabei sollte man jedoch daran denken, dass alle do- 
mestizierten Pflanzen und Tiere durch traditionellere 
Methoden ebenfalls genetisch modifiziert wurden 
und sich folglich stark von ihren wildlebenden Vor- 
fahren unterscheiden. Daher sollte man besser von 
gentechnisch modifizierten Organismen sprechen. 
Bei transgenen Nutzpflanzen sind vor allem drei 
Probleme zu berücksichtigen. Erstens, ob das produ- 
zierte Nahrungsmittel für den menschlichen Verzehr 
ungefährlich ist. Zweitens, wie man ein Entkommen 
in die Natur vermeiden kann. Und drittens, welche 
Gefahren für die Umwelt bestehen. 

Transgene Pflanzen wirklich „im Zaum zu halten‘, 
ist in der Landwirtschaft unrealistisch. Das Saatgut 
verschiedener Maisladungen lässt sich einfach nicht 
völlig voneinander trennen. So ist es schon zur Ver- 
mischung von Genmais mit natürlichem Mais gekom- 
men (z.B. bei dem Starlink-Fall von 2000; s. Kap. 14). 
Man hat auch schon DNA transgener Herkunft in 
Wildpflanzen nachgewiesen. So enthielt beispiels- 
weise im Jahr 2001 in Mexiko analysierter Wildmais 
transgene DNA, obwohl der Anbau von transgenen 
Maispflanzen bereits 1998 eingestellt wurde. Sorge 


bereitet vor allem die Möglichkeit, dass Gene für eine 
Herbizidresistenz von Nutzpflanzen auf Unkräuter 
übergehen könnten. Das würde deren Bekämpfung 
erheblich erschweren. In ähnlicher Weise könnten 
in Pollenkörnern exprimierte Insektizidtoxine Bienen 
schädigen und dadurch die Bestäubung von Nutz- 
pflanzen beeinträchtigen, die dafür auf Bienen ange- 
wiesen sind. Derartige Dinge könnten die landwirt- 
schaftliche Produktivität deutlich verringern. 

Die Perspektiven von GMO-Nahrungsmitteln va- 
riieren beträchtlich (Tabelle 25.1), sie scheinen den- 
noch angesichts der bekannten Interessen ziemlich 
vorhersehbar. Alle diejenigen, die GMO-Pflanzen an- 
bauen, exportieren und davon profitieren, behaupten, 
sie seien ungefährlich und die darüber entbrannte 
Kontroverse sei im Wesentlichen eine emotionale 
Überreaktion. Ursprünglich sprachen sich sämtliche 
Firmen und Bauern für GMO-Pflanzen aus. Durch 
die Terminatordebatte entstand jedoch eine Kluft 
zwischen diesen beiden Gruppen (s. Exkurs 25.2). 
Umwelt- und Verbrauchergruppen sind tendenziell - 
wie bei jeder neuen Technologie - eher gegen GMO 
eingestellt. 


Fragen: 

Wo sollte man die Grenze ziehen, wenn man der Meinung 
ist, ein Eingreifen in die Natur sei falsch, gefährlich oder 
sogar gotteslästerlich („Gott spielen“)? 

Sollte man die Entwicklung transgener Nutzpflanzen vo- 
rantreiben, die auch unter kärglichen Bedingungen ohne 
den Einsatz kostspieliger Düngemittel, Insektizide, Herbizide 
und so weiter gedeihen, weil davon insbesondere die armen 
Länder profitieren würden? 

Warum sollte man angesichts der Tatsache, dass 
fortschrittliche Nationen wie die Vereinigten Staaten mit 
traditionellen Anbaumethoden einen Nahrungsmittelüber- 
schuss produzieren, nicht auf der sicheren Seite bleiben 
und den Anbau transgener Pflanzen vermeiden? 


Tabelle 25.1 Prozentsatz genetisch manipulierter Feld- 
früchte pro Gebiet (Daten von 2004) 


USA 59 
Kanada 6 
Argentinien 20 
Brasilien 6 
China 5 
andere 4 


640 Bioethik in der Biotechnologie 


In einigen Ländern werden verbreitet transgene 
Feldfrüchte angebaut, in anderen wird dies mit 
Argwohn betrachtet. Bedenken bestehen vor allem 
bezüglich der Sicherheit für den Verbraucher und 
die Umgebung, in der diese Pflanzen angebaut 
werden. 


Verlust der biologischen Vielfalt 


Die gentechnische Modifikation von Organismen 
mit anschließender Klonierung und Verbreitung 
zahlreicher identischer Tiere und Pflanzen wird bis- 
weilen als Bedrohung für die natürliche Diversität 
angesehen. Allerdings hat der Mensch schon seit 
Jahrtausenden natürliche Lebensräume in künstli- 
che Monokulturen umgewandelt. Speziell in den in- 
dustrialisierten Ländern wurden die meisten natür- 
lichen Habitate bereits durch irgendeine künstliche 
Umwelt ersetzt, die durch Massenproduktion oder 
Wiederholung charakterisiert ist. Die wirkliche Be- 
drohung für die biologische Vielfalt ist sicherlich die 
Notwendigkeit, immer mehr Gebiete unseres Pla- 
neten in Anbauflächen zur Ernährung der ständig 
wachsenden menschlichen Bevölkerung umzuwan- 
deln. Das Klonen und die transgene Veränderung 


Exkurs 25.2 


Terminatorgene in Saatgut 


Besonders umstritten innerhalb der Kontroverse um 
GMO war die Entwicklung der „Terminatortechnologie“. 
Hierdurch wurden Nutzpflanzen gentechnisch so modi- 
fiziert, dass sie sterile Samen produzierten. Angeblich 
sollte dadurch die unkontrollierte Ausbreitung von GMO- 
Pflanzen in die Natur verhindert werden. Das eigentliche 
Motiv war jedoch reine Habgier. Die Landwirte waren 
auf diese Weise gezwungen, jedes Jahr neues Saatgut zu 
kaufen, statt zurückbehaltene Samen aus der Ernte des 
Vorjahres auszusäen. Dies erhöhte den Profit der Saat- 
gutfirmen und machte die Farmer abhängig von ihren 
Saatgutlieferanten. Der Versuch, Farmer durch die Termi- 
natortechnologie zu erpressen, hinterließ einen ziemlich 
bitteren Nachgeschmack. 

An der Terminatortechnologie waren drei Transgene 
beteiligt: 
1. Ein Gen für ein Toxin, das nur in sich entwickelnden 

Samen letal wirkt. Ansonsten ist das Toxingen inak- 

tiv, weil zwischen dem Promotor und der codierenden 


domestizierter Tiere ändert an dieser Gesamtsitua- 
tion herzlich wenig. 

Im Gegenzug hat jedoch das neu aufkeimende In- 
teresse an der Genetik immer stärker ins Bewusstsein 
rücken lassen, dass es zahlreiche Wildpflanzen und 
-tiere mit interessanten und nützlichen genetischen 
Eigenschaften gibt, die man in jetzt noch nicht ab- 
sehbarer Weise nutzen könnte. Das hat wiederum 
zu der Erkenntnis geführt, dass die Zerstörung na- 
türlicher Ökosysteme nach Möglichkeit vermieden 
werden sollte, weil diese vielleicht die Medikamente 
von morgen gegen Krebs, Malaria oder Fettleibigkeit 
beinhalten. 


Die biologische Vielfalt der Erde ist durch die 
menschliche Landwirtschaft in Gefahr. Das Klonen 
von Nutztieren könnte sich schädigend auf Öko- 
systeme auswirken, allerdings wird das neu aufge- 
flammte Interesse an Naturprodukten diesem Trend 
wahrscheinlich entgegenwirken. 


Tierversuche 


Die ethischen Bedenken im Zusammenhang mit 
Tierversuchen gelten für traditionelle Produkte und 
Arzneimittel ebenso wie für neue, gentechnisch her- 


Sequenz ein DNA-Spacer, flankiert von /oxP-Sequen- 
zen, eingeschoben ist. 

Ein Gen für Cre-Rekombinase (s. Kap. 14). Diese er- 
kennt die /oxP-Sequenzen und eliminiert durch deren 
Rekombination die Spacer-Sequenz. Dadurch kann 
das Toxingen exprimiert werden. 

Ein Gen, das für eine Variante des TetR-Repressors 
codiert (s. Kap. 15). Dieser verhindert die Expression 
des Gens für die Cre-Rekombinase. 


Vor dem Verkauf wird das Saatgut in einer Lösung aus 
Tetracyclin getränkt, welches an den Repressor bindet 
und diesen so inaktiviert. Dadurch kann die Cre-Rekom- 
binase aktiv werden und die Spacer-Sequenz entfernen. 
Nun wird das Toxingen exprimiert. Da sich das Toxin nur 
auf die sich entwickelnden Samen auswirkt, aber nicht 
das Wachstum der Pflanzen beeinträchtigt, zeigen diese 
einen normalen Wuchs, produzieren allerdings sterile 
Samen. 
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gestellte. Dabei sollte darauf hingewiesen werden, 
dass für Produkttests und zur Qualitätskontrolle sehr 
viel mehr Tiere benötigt werden als für die eigentli- 
che Forschung. Einerseits bedeutet jedes neue Pro- 
dukt oder Verfahren auch, dass weitere Tierversuche 
durchgeführt werden müssen. Andererseits haben es 
Fortschritte auf dem Gebiet der Molekularbiologie 
ermöglicht, dass man viele Tests heute an Zellen in 
Kultur durchführen kann und dafür keine lebenden 
Tiere mehr braucht. So kann man potenzielle Karzi- 
nogene zunächst mit einem Ames-Test analysieren; 
damit können mutagene Stoffe mithilfe von Bakte- 
rien nachgewiesen werden. Darüber hinaus haben 
Fortschritte in der Genomik und Proteomik dazu 
geführt, dass man nun riesige Datenmengen durch 
Testen der Reaktionen zahlreicher Gene in Zellkultu- 
ren sammeln kann, statt die Reaktion eines einzelnen 
Enzyms in einem lebenden Organismus messen zu 
müssen. 

Vor einer Generation forderten Aktivisten, dass 
sämtliche Medikamente, Kosmetika, Shampoos, 
Nahrungsmittel und jegliche anderen Produkte, mit 
denen Menschen in Berührung kommen könnten, 
zuvor rigoros in Tierversuchen auf ihre Sicherheit ge- 
testet werden müssten. Das führte zu einer umfang- 
reichen Gesetzgebung, die solche Tests vorschrieb. 
Heute fordern Tierrechtler weniger Tierversuche. Es 
wurde sogar schon vorgeschlagen, dass man Pro- 
dukte wie Seifen und Shampoos mit bekannten In- 
haltsstoffen und Eigenschaften eigentlich gar nicht 
mehr ständig auf ihre Verträglichkeit testen müsse. 
Das ist ein gutes Beispiel dafür, wie sich moralische 
Einstellungen im Laufe der Zeit ändern oder sogar 
umkehren können. 


Versuche an Tieren sind ein altes ethisches Pro- 
blem. Die Einstellung hierzu hat sich, speziell in 
Jüngster Zeit, erheblich geändert. 


Transgene Tiere und Klonen 
von Tieren 


Schon seit Urzeiten hat sich der Mensch in die Natur 
eingemischt. Früher hat er Tiere und Pflanzen durch 
gezielte Zuchtwahl und Kreuzung verändert. Zudem 
hat menschliches Handeln zur unbewussten geneti- 
schen Veränderung vieler Organismen beigetragen. 
So hat der Mensch zweifellos selektiv Varianten jener 
Mäuse begünstigt, die über Felder und Getreidespei- 


cher herfallen, sowie jener Insekten, die sich auf vom 
Menschen angebaute Pflanzen spezialisiert haben. 
Wirklich neu an der Gentechnik ist nicht, was wir 
machen, sondern, wie wir es machen. Heute werden 
transgene Organismen durch direkte Manipulation 
ihres genetischen Materials erzeugt. 

Selbst wenn man auf einem Feld eine nicht verän- 
derte Nutzpflanze anbaut, eliminiert man aus diesem 
Gebiet die dort natürlich vorkommenden Bewohner. 
Zudem selektiert man Lebewesen wie Unkräuter und 
Schadinsekten, die sich an Äcker angepasst haben. 
Der Maiszünsler stellt eine große Bedrohung für die 
Maisernte dar, würde der Mensch jedoch nicht so viel 
Mais anbauen, so wären diese Insekten selten. Ob 
wir es wollen oder nicht, ob wir uns dessen bewusst 
sind oder nicht: Durch all unser Tun und Handeln 
unterliegen auch viele andere Organismen einer ge- 
netischen Selektion. 

Durch genetische Manipulation könnten in Zu- 
kunft ziemlich bizarre Organismen geschaffen wer- 
den. So wäre es beispielsweise möglich, durch Ma- 
nipulation der Homöobox-Gene, die den Bauplan 
und die Segmentierung des Körpers steuern, Hüh- 
ner mit zahlreichen Beinen und Körpersegmenten 
(„Chickapedes“) zu kreieren. Noch grotesker wäre 
die Entwicklung von Tieren für die Nahrungsmit- 
telproduktion, denen ein Gehirn weitgehend fehlt. 
Dadurch ließe sich vermeiden, dass Schlachttiere 
leiden müssen. Die Kontroverse um solche mégli- 
chen Kreationen in der Zukunft ist noch gar nicht 
entbrannt. 


Fragen: 
Sind Eingriffe in die Natur bei Tieren oder bei Pflanzen 
schlimmer? Bei Haustieren oder bei Nutztieren? 

Sollte man Menschen erlauben, ihre Haustiere klonen 
zu lassen? 

Ist selektive Züchtung ohne wissenschaftlichen An- 
spruch in Ordnung? 

Ist die Anwendung der mendelschen Genetik akzep- 
tabel? 

Sind gentechnische Eingriffe vertretbar, solange keine 
Fremd-DNA von anderen Arten eingeschleust wird? 

Wäre es akzeptabel, zur Nahrungsmittelproduktion 
Hühner mit zehn Beinen zu erzeugen? 


Der Mensch manipuliert Tiere schon seit Tausen- 
den von Jahren genetisch. Die transgenen Techni- 
ken ermöglichen es heute, Tiere sehr viel schneller 
zu verändern als durch Zuchtwahl. Die ethischen 
Ansichten hierüber sind sehr unterschiedlich. 
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Exkurs 25.3 


Geklonte Haustiere auf Bestellung 


Julie (Nachname auf Bitte weggelassen) aus Texas war 
die erste zahlende Kundin, die ein Haustier klonen ließ. 
Der „Zwilling“ ihres verstorbenen Katers Nicky - „Little 


Nicky“ getauft - wurde ihr von der Firma Genetic Savings 
& Clone (GSC) bei einer extra dafür veranstalteten Feier 
in einem Restaurant in San Francisco überreicht. 

Als GSC die Übergabe am 10. Dezember 2004 be- 
kannt gab, sorgte Little Nicky als erstes für einen zahlen- 
den Kunden geklontes Tier für jede Menge Medienrum- 


Transgene Tiere für Kunst und 
Vergnügen 


Eine ziemlich alberne Anwendung der Biotechnolo- 
gie ist das Erzeugen transgener Tiere aus künstleri- 
schen Gründen - als Kunstform unter der Bezeich- 
nung „Transgenic Art“ bekannt. Der Einbau des 
Markergens gfp, das für das grün fluoreszierende 
Protein (GFP) codiert, ist mittlerweile Routine in der 
Gentechnik. Zunehmend werden auch weitere, in 
anderen Farben fluoreszierende Proteine verwendet. 
Grün leuchtende Tiere sind daher heute schon recht 
verbreitet. Bei Tageslicht sehen diese Tiere normal 
aus, bestrahlt man sie jedoch im Dunkeln mit blauem 
oder nahezu ultraviolettem Licht, so fluoresziert das 


25.5 Genkunst: Pflanzen- 
embryo, Stadien 1 und 5 

Hunter O’Reilly kreiert mithilfe von 
leuchtenden Bakterien kontrollierte 
Strichzeichnungen. Die Bakterien 
auf den Bildern werden in be- 
stimmten Abständen fotografiert. 
Zunächst hell leuchtend, verblassen 
sie im Laufe von zwei Wochen 
immer mehr, wenn die Nährstoffe 
aufgebraucht sind. Mit freundlicher 
Genehmigung von Hunter O’Reilly 
(http: / /www.artbyhunter.com/ 
artgallery/livingbacterialdrawings / 
index.html). 


mel. „Er sieht genauso aus, hat einen extrem ähnlichen 
Charakter, sie sind sich wirklich sehr ähnlich“, berichtete 
die Auftraggeberin Julie in einem Interview für Good 
Morning America am 23. Dezember 2004. Little Nicky 
kam am 17. Oktober in Austin, Texas, als Klon der Maine- 
Coon-Katze Nicky zur Welt, die im November 2003 im 
Alter von 17 Jahren verstorben war. 

Im Dezember 2006 stellte GSC aufgrund mangelnder 
Nachfrage den Betrieb ein. 


ganze Tier grün. Damit die Farbe deutlich erkennbar 
wird, muss man Tiere mit weißem Fell oder nackter 
Haut verwenden. Bei Albinostimmen von Mäusen 
oder Kaninchen zeigt sich der Effekt beispielsweise 
gut, bei Tieren mit dunklem Fell bleibt die grüne 
Fluoreszenz dagegen verborgen. 

Alba, das Leuchtkaninchen („GFP-Bunny“), wurde 
als echtes transgenes Kunstwerk angekündigt. Zur 
Welt kam Alba im Frühjahr 2000 in Frankreich. 
Es war ein transgenes Albinokaninchen, das große 
Mengen GFP exprimierte. Die ganze Angelegenheit 
ist heftig umstritten. Der Künstler Eduardo Kac be- 
hauptet, Alba sei auf sein Geheiß hin erzeugt worden, 
während die Wissenschaftler erklärten, sie sei zu For- 
schungszwecken geschaffen und nicht an den Künst- 
ler freigegeben worden. Was wäre, wenn demnächst 
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rot und grün fluoreszierende Mäuse als Haustiere für 
Kinder oder gar als Weihnachtsschmuck vermark- 
tet würden? Oder rote, weiße (also nichttransgene) 
und blaue Mäuse aus patriotischen Gründen? Wird 
die NASA ein rot, weiß und blau gefärbtes Rhe- 
susaffentrio in den Weltraum schicken? Genkunst 
mit Bakterien wurde vor kurzem ebenfalls ausgestellt 
(Abb. 25.5). 

Schon seit langem hat der Mensch Tiere für 
Kunst und Unterhaltung gezüchtet. Viele Hunderas- 
sen fallen in diese Kategorie, auch einige andere Tiere 
werden zu Schauzwecken gezüchtet, und nicht als 
Nahrungslieferanten oder Arbeitstiere. Die transgene 
Technologie hat diesen Prozess lediglich beschleunigt 
und drastischere Änderungen ermöglicht als die tra- 
ditionellen Methoden der Kreuzung. 


Frage: 

Sollten transgene Techniken auf „ernst zu nehmende“ 
Gebiete wie Gesundheitsfürsorge und Landwirtschaft be- 
schränkt werden? 


Transgene Techniken können auch zu relativ trivi- 
alen Zwecken wie Kunst oder Unterhaltung einge- 
setzt werden. Das scheint weniger gerechtfertigt 
als die Verbesserung von Nutztieren. 


Veränderung der 
menschlichen Keimbahn 


Genetische Untersuchungen 
in der Schwangerschaft und 
Schwangerschaftsabbruch 


Seit einiger Zeit werden routinemäßig genetische Un- 
tersuchungen an Neugeborenen durchgeführt. Die 
dadurch erlangten Informationen ermöglichen im 
Bedarfsfall eine frühzeitige Behandlung der Babys. 
Das klassische Beispiel hierfür ist Phenylketonurie 
(PKU). An PKU Erkrankten fehlt das Enzym, das 
Phenylalanin in Tyrosin umwandelt. Die überschüs- 
sigen Mengen Phenylalanin führen zu dauerhaften 
Hirnschäden (s. Kap. 16). Wird beim Neugeborenen- 
Screening PKU festgestellt, so können die betroffe- 
nen Säuglinge eine Phenylalanin-arme Ernährung 
erhalten; dadurch lassen sich Schädigungen weitge- 
hend verhindern. Seit einiger Zeit kann man Feten 


sogar schon lange vor der Geburt auf verschiedene 
genetische Störungen testen. Die Analysetechniken 
werden ständig fortschrittlicher, und immer mehr 
Erbkrankheiten können auf diese Weise in immer 
früheren Entwicklungsstadien nachgewiesen werden. 

Pränatale genetische Untersuchungen können je- 
doch auch durchgeführt werden, um im Fall einer 
Erbkrankheit entscheiden zu können, ob ein Schwan- 
gerschaftsabbruch vorgenommen werden soll. Da das 
Verständnis des menschlichen Genoms wächst, wird 
es irgendwann möglich sein, auch Dinge wie die 
spätere Körpergröße, die Augenfarbe, den IQ und die 
Attraktivität des sich entwickelnden Fetus abzuleiten. 
Weil die meisten Eltern gerne intelligente, gesunde 
und hübsche Kinder hätten, wird die Versuchung, we- 
gen dieser Merkmale einen Schwangerschaftsabbruch 
durchführen zu lassen, in Zukunft größer werden. 

Die Abtreibungsproblematik ist speziell in den 
USA schon fast eine Obsession. In den meisten eu- 
ropäischen Ländern wurden Schwangerschaftsabbrü- 
che in den 1950er-Jahren gesetzlich erlaubt, und nur 
wenige Europäer nehmen die moralischen Äuße- 
rungen von jenseits des Atlantiks ernst. Die zent- 
rale Frage der Abtreibungsproblematik lautet: „Wann 
beginnt das menschliche Leben?“ Aus biologischer 
Sicht beginnt das Leben nicht zu einem bestimm- 
ten Zeitpunkt, sondern ist vielmehr ein Kontinuum. 
Spermienzellen sind ebenso lebendig wie die Eizel- 
len, die sie befruchten. Durch die Verschmelzung 
von Eizelle und Spermium entsteht eine Zygote und 
damit ein neues lebendes Individuum mit einzigar- 
tiger genetischer Ausstattung. Vielleicht stellt sich 
weniger die Frage nach dem Beginn des Lebens als 
vielmehr nach dem Bewusstsein. Ab wann werden 
wir wirklich zu bewussten Lebewesen? Diese Frage 
ist aber unmöglich zu beantworten, weil bislang noch 
niemand weiß, was Bewusstsein genau ist, geschweige 
denn in der Lage ist, es irgendwie zu messen. 

Da die Gesellschaft willkürlich festgelegt hat, dass 
Schwangerschaftsabbrüche bis zum Ende des ersten 
Trimesters legal sind, wer sollte dann entscheiden, 
ob ein Abbruch durchgeführt werden sollte? Aus 
genetischer Sicht tragen Vater und Mutter gleich viel 
zu dem neuen Individuum bei - abgesehen von der 
mitochondrialen DNA, die ausschließlich von der 
Mutter stammt. Im Hinblick auf die biologischen 
Ressourcen hat die Mutter mehr investiert. Daher 
durfte traditionell sie die Entscheidung treffen. Der 
Vater hat also häufig weniger Rechte über die Kinder. 
Diese Anschauung basiert zwar nicht absichtlich auf 
evolutionären Erwägungen, deckt sich aber tatsäch- 
lich mit der darwinschen Logik. 
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Fragen: 

Sind die Ansichten der Europäer zum Schwangerschaftsab- 
bruch (und ähnlichen Themen) fortschrittlicher oder abarti- 
ger als die Einstellungen der Amerikaner? 

Sollten pränatale genetische Untersuchungen auf Erb- 
krankheiten erlaubt sein? 

Sollte man bei Feststellung eines Erbdefekts beim 
Fetus einen Schwangerschaftsabbruch durchführen? Wer 
sollte die Entscheidung treffen, ob ein solcher Fetus wei- 
terleben oder sterben soll? 

Sollte man bei Entscheidungen, die das Wohlergehen 
eines Kindes betreffen, Vaterschaftstests verlangen, um 
sicherzustellen, dass auch wirklich die echten genetischen 
Eltern des Kindes verständigt werden? 


Genetische Untersuchungen von Feten und Neu- 
geborenen werden schon vielfach und immer häu- 
figer durchgeführt. Es ist schwierig zu entschei- 
den, wie man die dabei gewonnenen Erkenntnisse 
anwenden soll. 


Stammzellenforschung 


Ein weiteres Problem, das teilweise mit der Ab- 
treibungskontroverse vermischt wurde, betrifft die 
Stammzellenforschung. Stammzellen sind die Vorläu- 
fer der differenzierten Zellen, aus denen der Körper 
aufgebaut ist. Für die verschiedenen Gewebetypen 
gibt es jeweils unterschiedliche Formen von Stamm- 
zellen. Aus den bei Embryonen vorhandenen emb- 
ryonalen Stammzellen können sich noch sämtliche 
Zellen des Körpers entwickeln. Embryonale Stamm- 
zellen kann man in Zellkultur züchten und durch 
den Einbau von DNA transgene Tiere erzeugen. 
Man hofft, mit modifizierten Stammzellen ei- 
nes Tages geschädigte Körpergewebe oder Organe 
regenerieren zu können. Kontrovers diskutiert wird 
unter anderem die Bezugsquelle der embryonalen 
Stammzellen, vor allem, ob man sie von abgetriebe- 
nen Feten entnehmen darf. Die Vertreter der einen 
Seite behaupten, die Stammzellenforschung werde 
Schwangerschaftsabbrüche fördern, nur um genü- 
gend Material zur Verfügung zu haben. Vertreter der 
anderen Seite argumentieren, diese Forschung einzu- 
stellen bedeute, den Patienten medizinische Verbes- 
serungen wie das Ersetzen defekter Organe vorzuent- 
halten. Ähnlich umstritten ist die Verwendung von 
Stammzellen aus überzähligen Embryonen in Be- 
fruchtungskliniken. Da für die Forschung nur wenige 
Stammzellen benötigt werden und bereits in großer 


Zahl Feten aus Schwangerschaftsabbrüchen zur Ver- 
fügung stehen, ist es eher unwahrscheinlich, dass die 
Zahl der Abtreibungen deswegen ansteigen wird. Zu- 
dem hat bislang noch niemand aus einer Stammzelle 
ein vollständiges menschliches Organ erzeugt. Damit 
basiert diese Kontroverse auf Eventualitäten, nicht 
auf der Realität. Wenn die Technologie irgendwann 
weit genug fortgeschritten ist, um Organe in Kultur 
zu züchten, wird es vermutlich auch möglich sein, 
Stammzellen vom Körper des Patienten selbst zu 
verwenden, sodass kein embryonales Gewebe mehr 
benötigt wird. 

Die Stammzellenforschung spielt auch in andere 
Gebiete der Biotechnologie hinein. Dürfen Wissen- 
schaftler ihre „eigenen“ Embryonen in vitro erzeugen, 
wenn es ihnen nicht erlaubt ist, vorhandenes Gewebe 
von Aborten zu verwenden? Darf Gehirngewebe ver- 
wendet werden, denn dort sitzt ja nach allgemeiner 
Ansicht das Bewusstsein? 


Fragen: 
Sollten alle Forschungen an embryonalen Stammzellen 
erlaubt sein? 

Sollte es Wissenschaftlern erlaubt sein, nach Schwan- 
gerschaftsabbrüchen den Feten embryonale Stammzellen 
zu entnehmen, oder sollten sie lediglich bereits existie- 
rende Stammzelllinien weiter kultivieren dürfen? 

Was wäre, wenn Forscher in weniger repressiven 
Ländern als den Vereinigten Staaten weiterhin Stamm- 
zellenforschung betrieben und es ihnen dabei gelänge, 
neue Therapien zu entwickeln? Dürften die Amerikaner 
dann diese Therapien in Anspruch nehmen und davon 
profitieren? 


Die Verwendung von Stammzellen hat Bedenken 
hinsichtlich der Unantastbarkeit des Lebens aufge- 
worfen und zu einer erhitzten Kontroverse geführt. 
Die Einstellungen und Regelungen hierzu sind in 
verschiedenen Ländern sehr unterschiedlich. 


Klonen von Menschen 


Ein weiteres umstrittenes Thema ist das Klonen von 
Menschen. Die Technik des Klonens von Tieren wur- 
de bereits erläutert (Kap. 15), und es wurden auch 
schon einige ethische Fragen im Zusammenhang 
mit dem Klonen von Tieren angesprochen (s. weiter 
vorne). Das Klonen von Menschen gilt verständli- 
cherweise generell als ethisch weniger vertretbar als 
das Klonen von Tieren. Für Menschenklone gäbe 
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es zwei Anwendungsmöglichkeiten. Zum einen das 
Erzeugen neuer, mit dem Spender der genetischen 
Information identischer Individuen. Zum anderen 
die Produktion neuer Organe und Gewebe, um da- 
mit defekte zu ersetzen. 

Die technischen Probleme beim Klonen wurden 
bereits in Kapitel 15 diskutiert. Angenommen, diese 
seien gelöst und Klonen sei sicher und zuverlässig 
möglich, gäbe es dann irgendeinen Grund, das Klo- 
nen von Menschen zu verbieten? Es wurde beispiels- 
weise angeregt, dass Eltern ein Kind ersetzen könn- 
ten, das früh verstorben ist. Diktatoren könnten für 
Notfälle einige Klone als Sicherungskopien bereit- 
halten. Allerdings müssten die geklonten Menschen 
von einer Leihmutter ausgetragen werden. Erst nach 
vielen Jahren, nach Durchlaufen einer ganz norma- 
len Entwicklung, würden sie das Erwachsenenalter 
erreichen. Die Vorstellung, Personen einfach durch 
geklonte Kopien zu ersetzen, würde also durch eine 
starke zeitliche Verzögerung erschwert. Darüber hin- 
aus wären die Klone zwar genetisch identisch, wären 
jedoch aufgrund von Umwelt- und Entwicklungs- 
einflüssen keine echten „Verhaltenskopien“. In die- 
sem Zusammenhang sei daran erinnert, dass eineiige 
Zwillinge ebenfalls genetisch identisch sind - sozu- 
sagen natürliche „Klone“ -, in ihrer Persönlichkeit, 
ihrem Verhalten und ihren Fähigkeiten aber dennoch 
erheblich voneinander abweichen. 

Das Klonen von menschlichen Körperteilen als 
Ersatzteile erscheint den meisten Menschen mitt- 
lerweile weniger verwerflich. Dabei könnte es sich 
in der Praxis als schwieriger erweisen, denn dazu 
wären Modifikationen erforderlich, damit sich keine 
vollständigen Menschen entwickeln. Insbesondere 
müsste man, wahrscheinlich durch starke Einschrän- 
kung der Gehirnentwicklung, menschenähnliche 
Wesen ohne Bewusstsein erzeugen. Wird irgend- 
wann jeder von uns einen hirnlosen Sicherheitsklon 
als Ersatzteillager im Keller haben? Oder wird es eine 
zentrale Einrichtung geben, die generische Klone 
ohne Kopf, mit verlängertem Körper und 20 Nieren 
erzeugt? Etwas nüchterner betrachtet macht die pro- 
gnostizierte Möglichkeit, Organe aus Stammzellen 
zu regenerieren, das Klonen zur Bereitstellung von 
Ersatzteilen überflüssig. 

Würden solche Geschöpfe erschaffen, was käme 
dann als nächster Schritt? Die Nutzung der geklonten 
Menschen ohne höheres Bewusstsein als Nahrung? 
Durch einen solchen Kannibalismus ließe sich ver- 
meiden, Tieren Schaden zuzufügen, und man könnte 
stets Nahrung der genau richtigen Zusammenset- 
zung bereitstellen. Das mag sehr bizarr klingen, man 


denke aber beispielsweise daran, dass über die Az- 
teken spekuliert wurde, sie hätten aus Gründen der 
Ernährung (nicht aus kulturellen Gründen) Kanni- 
balismus praktiziert, und zwar in einem so großen 
Umfang, dass dies einen Großteil ihrer Ernährung 
ausmachte - zumindest der Oberklasse. Auch dies 
ist natürlich umstritten, da keine exakten Zahlen 
über die Gesamtbevölkerung und die Zahl der Opfer 
vorliegen. Inzwischen ergab sich eine interessante 
neue Wendung: Wie gezeigt werden konnte, hat eine 
fast ausschließlich aus Mais bestehende Ernährung 
im Gehirn von Ratten einen Serotoninmangel zur 
Folge. Eine geringe Serotoninkonzentration konnte 
sowohl bei Versuchstieren als auch bei Menschen 
mit eigenartigem, gewalttätigem Verhalten in Zu- 
sammenhang gebracht werden. Daraus hat man den 
Schluss gezogen, dass die maisreiche Ernährung den 
Kannibalismus bei den Azteken gefördert hat. Es 
ist also vorstellbar, dass die moralische Einstellung 
durch die Ernährung beeinflusst wird! 


Fragen: 

Angenommen, alle technischen Probleme seien gelöst, 
wäre es dann akzeptabel, durch Klonen neue Menschen 
zu erzeugen? 

Ist Kannibalismus an sich unmoralisch oder bestimmt 
die Herkunft des Leichnams (Opferung, Ermordung, Klonen 
von Wesen ohne Gehirn) die moralische Einstellung? 

Ist es unmoralisch, sich nur von bestimmten Nahrungs- 
mitteln zu ernähren, wenn überzeugend bewiesen ist, dass 
diese ein nicht akzeptables Verhalten fördern? 


Das Klonen von Menschen ist sehr umstritten. 
Dabei gibt es unterschiedliche Ansichten bezüglich 
der beiden Formen: reproduktives Klonen zum 
Erzeugen neuer Individuen und therapeutisches 
Klonen von Organen als Ersatzteile. 


Eugenik und selektive Züchtung 


Männer machen sich im Allgemeinen mehr Gedanken 
über die Züchtung ihrer Pferde und Hunde als über 
das Aufziehen ihrer Kinder. 

William Penn, 1693 


Wenn es darum geht, „Gott zu spielen‘, ist es das 
höchste Ziel, Menschen nicht einfach nur zu klo- 
nen, sondern sie auch noch genetisch zu verbessern 
- also Frankensteins Monster in der Gestalt des 
21. Jahrhunderts. In fiktiven Geschichten weisen die 
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erzeugten Menschen stets einen unvorhergesehenen, 
fatalen Fehler auf (bei Frankensteins Monster ist es 
eine übertriebene Angst vor Feuer). Das soll impli- 
zieren, dass wir einfach noch nicht genügend wissen, 
um solche Manipulationen gefahrlos durchführen 
zu können, und deshalb besser unsere Finger von 
solchen Eingriffen in die Natur lassen sollten. Ein 
weiteres, vor allem in zweitklassigen Filmen ständig 
wiederkehrendes Thema ist das Auftauchen einer 
Gruppe überlegener Menschen, oft mit besonderen 
übernatürlichen Kräften ausgestattet, mit höherer 
Intelligenz und mehr Muskeln. Manchmal entste- 
hen diese, weil sie zufällig irgendeiner Strahlung 
ausgesetzt waren, manchmal sind sie das Ergebnis 
einer mysteriösen „Aufwärtsevolution‘, und manch- 
mal werden sie auch durch absichtliche Zuchtwahl 
oder gentechnische Eingriffe erzeugt. Normalerwei- 
se löscht der Held des Films diese Supermenschen 
einfach aus, was vermutlich zeigen soll, dass es mo- 
ralisch vorzuziehen ist, schwächer und weniger intel- 
ligent zu sein. 

Gelegentlich wurden unausgereifte Versuche auf 
dem Gebiet der Eugenik - der absichtlichen gene- 
tischen Verbesserung der menschlichen Spezies - 
unternommen. So trieb beispielsweise zwischen den 
beiden Weltkriegen die amerikanische Eugenikbewe- 
gung die Sterilisierung von geistig Minderbemittelten 
und Gewaltverbrechern voran. Solche Maßnahmen 
beruhten auf einer selektiven Fortpflanzung (wie sie 
schon seit Jahrhunderten bei domestizierten Tieren 
erfolgte), nicht auf gentechnischen Eingriffen. 


Exkurs 25.4 


Eugenik oder Dysgenik? 


Die Napoleonischen Kriege lieferten ein interessantes, 
aber unabsichtliches Beispiel für Dysgenik (negative Eu- 
genik). Napoleon, selbst von ziemlich kleiner Statur, zog 
gezielt große Männer in die französische Armee ein. 
Obwohl Napoleon viele Kriege gewann, waren zahllose 
Todesopfer zu beklagen, und selbst bei siegreichen Krie- 
gen verlor er häufig mehr Männer als seine Feinde, weil 
er seine Soldaten in tief gestaffelten Schlachtreihen auf- 
stellte. Häufig durchbrachen Kugeln und Granaten die 
erste Reihe und töteten auch Männer in den hinteren 
Reihen. Da für die Armee stets große Männer ausgewählt 
wurden und davon viele zu Tode kamen, ging die durch- 
schnittliche Körpergröße der Franzosen in der folgenden 
Generation deutlich zurück! 

Seit Beginn der Industrialisierung haben Wohlfahrts- 
programme dafür gesorgt, dass auch arme Menschen 


Gegner der modernen Gentechnik weisen häufig 
auf diese alten Eugenikprogramme hin. Auch wenn 
es in solchen Diskussionen nur selten erwähnt wird: 
Die soziale Unterstützung von Menschen, die ihre 
eigenen Kinder nicht ernähren können, beeinflusst 
ebenfalls die künftige genetische Zusammensetzung 
der Art. Fürsorge kann zu einem Anstieg der Zahl 
abhängiger Menschen führen, die selbst zur Gesell- 
schaft als Ganzes keinen Beitrag leisten. Daher wirkt 
sich fast jede größere gesellschaftliche oder politische 
Veränderung auf den menschlichen Genpool aus. 
Jede größere Epidemie begünstigt alle diejenigen, 
die resistenter gegen diese Krankheit sind, es findet 
also eine genetische Selektion der davon betroffenen 
menschlichen Population statt. Inzwischen hat man 
im menschlichen Genom schon mehrere Mutationen 
gefunden, die eine Resistenz gegen verschiedene vi- 
rulente Infektionskrankheiten (wie Pocken, Malaria, 
Ruhr/Cholera) verleihen (s. Kap. 16). 

Auch kulturelle Veränderungen hatten Mutatio- 
nen und Selektion zur Folge. So führte beispielsweise 
die Domestizierung von Rindern zu genetischen Ver- 
änderungen bei den Menschen, die ihre Lebensweise 
an die Viehzucht anpassten. Der in Kuhmilch ent- 
haltene Zucker Lactose (Milchzucker) wird von dem 
Enzym Lactase gespalten. Ursprünglich wurde das 
Gen für Lactase beim Menschen nur im Säuglings- 
alter exprimiert. In der modernen Zivilisation, in 
der auch Erwachsene große Mengen Milch trinken, 
wird Lactase auch im Erwachsenenalter exprimiert. 
Grundlage hierfür ist ein Basenaustausch von T zu 


Kinder aufziehen konnten. Andererseits hat die enorme 
Bevölkerungsdichte aufgrund der Urbanisierung sehr zur 
Ausbreitung von Infektionskrankheiten beigetragen, vor 
allem bei der armen, unter beengten Verhältnissen leben- 
den Bevölkerung. War dies eine Selektion zugunsten oder 
gegen die weniger Bemittelten? Das weiß keiner so ge- 
nau. Allerdings ändert sich durch ein solches Handeln der 
menschliche Genpool, ob man das nun zugeben möchte 
oder nicht. Heute verfügen wir nicht nur über bessere 
technische Möglichkeiten für Untersuchungen auf Gen- 
defekte, sondern auch zur künstlichen Manipulation ein- 
zelner Gene und ganzer Organismen. Werden wir dieses 
Wissen sensibel nutzen? Oder wird dieses Problem ein 
Tabu bleiben, während wir weiterhin auf eher zufällige 
Weise gesellschaftliche Veränderungen herbeiführen, die 
unser genetisches Erbe ändern? 
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Pointer i 
Kiel setter Kerry Blue Terrier 
metrechiurehaan Irish Soft-Coated Wheaten Terrier 
Welsh Springer Spaniel Flat-Coated Retriever 


English Cocker Spaniel 
American Cocker Spaniel 
American Water Spaniel 

Cavalier King Charles Spaniel 
Chesapeake Bay Retriever 
Golden Retriever 
Portugiesischer Wasserhund 


Bichon Frisé i 
Irischer Wolfshund 
Zwergschnauzer Großpudel Greyhound 
Mittelschnauzer Whippet 4 i 
Riesenschnauzer Manchester Terrier i ee 
American Hairless Terrier Wolfsspitz beg cela 
à - A N ervueren 
West Highland White Terrier Norwegischer Elchhund Collie 
Cairn Terrier Komondor Sheltie 
Australian Terrier Kuvasz 


Airedale Terrier 
Dobermann 
Italienisches Windspiel 
Podenco Ibicenco 


Lhasa Apso 
Pharaonenhund Pekinese 
Bobtail Shih Tzu 
Border Collie 
Schipperke 
Beagle Tibet-Terrier 
Basset Afghane 


Bluthund 


Dogo Canario 
Rottweiler 
Bullmastiff 

Neufundländer 

Deutscher Schäferhund 

Französische Bulldogge 
Miniatur-Bullterrier 

Bulldogge 
Boxer 
Mastiff 


Clumber Spaniel 
Australian Shepherd 
Rhodesian Ridgeback 

Irish Terrier 

Bedlington Terrier 


Labrador 
Chihuahua 


Bernhardiner 
Berner Sennenhund 
Großer Schweizer 


Kleinspitz 
Sennenhund 


Dackel 


Mops 


Dänische Dogge 


Samojede 


Akita 
Shiba 
Chow-Chow 
Shar-Pei 
Alaskan Malamute 
Siberian Husky 
Basenji 


Saluki 


25.6 Populationsstruktur der Hunderassen 

Von jeder der 85 Hunderassen hat man anhand von VNTRs - 96 Mikrosatelliten mit Dinucleotidwiederholungen vom Typ 
(CA)n - den Genotyp von fünf nicht miteinander verwandten Individuen erstellt. Die VNTRs kamen im Genom der Hunde 
in einer durchschnittlichen Dichte von 30 Megabasen vor. Dabei ergab sich, dass es vier genetisch verwandte Hauptgrup- 
pen gibt, hier wiedergegeben durch die farbigen Kreise, dazu verschiedene dazwischen stehende Rassen. Aus Parker und 
Ostrander (2005) Canine genomics and genetics: Running with the pack. PLoS Genet 1: e58. Lizenzfrei und mit freundli- 
cher Genehmigung von Elaine Ostrander. 


648 Bioethik in der Biotechnologie 


C in einer regulatorischen Sequenz, ungefähr 14 kb 
strangaufwärts des Strukturgens, das für Lactase co- 
diert. Die Milchwirtschaft hat also zur Selektion der 
Lactaseexpression bei Erwachsenen geführt. All jene 
Menschen, welche die neue Nahrungsquelle effizient 
nutzen konnten, hatten einen Selektionsvorteil. Sol- 
che genetischen Veränderungen entstanden als unbe- 
absichtigte Folgeerscheinungen kultureller Entwick- 
lungen. Ob wir uns dieser Veränderungen bewusst 
sind oder nicht: Der Mensch verändert sich genetisch 
ständig selbst. 

Um auf den besten Freund des Menschen zu- 
rückzukommen: Abbildung 25.6 veranschaulicht die 
bemerkenswerten Veränderungen, die auch ohne die 
Hilfe der Gentechnik alleine durch selektive Züch- 
tung hervorgebracht wurden. 


Fragen: 
Eines der wesentlichen Probleme bei der Eugenik ist die 
Kontrolle. Wer sollte die Entscheidungen bei einer geziel- 
ten genetischen Selektion treffen, die Regierung oder der 
Einzelne? 

Ist es falsch, Gewaltverbrechern eine Verkürzung der 
Strafe anzubieten, wenn sie einer Sterilisierung zustimmen? 

Ist es falsch (eine „unzulässige Einmischung‘), geistig 
Minderbemittelten nahe zu legen, besser auf Kinder zu 
verzichten? 

Ist es ethisch nicht vertretbar, Menschen mit „unzu- 
reichender (darwinscher) Fitness“ zu sterilisieren? Ist es 
vertretbar, einen Anstieg der Zahl dieser Menschen durch 
Fürsorge zu fördern und dabei die genetischen Auswirkun- 
gen bewusst zu ignorieren? 


Sollten wir versuchen, die menschliche Spezies 
durch gezielte gentechnische Eingriffe zu „verbes- 
sern“? Wenn ja, wer sollte dann entscheiden, wel- 
che „Verbesserungen“ dies sein sollen? 


Transgene Menschen und 
Designerbabys 


Zukünftige Technologien könnten es ermöglichen, 
Menschen durch Auswahl bestimmter Varianten 
menschlicher Gene gezielt zu verändern (z.B. Gene 
für Krankheitsresistenz, höhere Intelligenz, blaue 
Augen). Auf einfache Weise ist dies bereits heute 
möglich, etwa - wie bereits erwähnt - durch Abtrei- 
bung unerwünschter Feten nach einer genetischen 
Analyse. Durch transgene Technologien wird man 


vielleicht irgendwann in der Lage sein, gezielt Nach- 
kommen mit bestimmten Merkmalen zu erzeugen. 

Eine solche Technologie würde auch den Ein- 
bau von Fremd-DNA in das menschliche Genom 
ermöglichen, man könnte also transgene Menschen 
erzeugen. Die meisten Eltern hoffen, dass sich ihre 
Kinder gut entwickeln. Deshalb kann man sich ohne 
Weiteres vorstellen, dass Eltern auch „neue und ver- 
besserte“ Kinder möchten, sofern dies möglich ist. 
Es wurde bereits darauf eingegangen, dass Tiere gen- 
technisch so modifiziert wurden, dass sie ihre eige- 
nen essenziellen Aminosäuren herstellen und man 
ihnen diese daher nicht mit dem Futter bereitstellen 
muss (s. Kap. 15). Wie steht es mit dem Kampf gegen 
Unterernährung und Vitaminmangel beim Menschen 
durch den Einbau von DNA, welche für die Synthe- 
sewege essenzieller Aminosäuren oder Vitamin C 
codiert? Man könnte sich auch vorstellen, dass sich 
irgendwelche verrückten Leute Kinder mit neuarti- 
gen oder kosmetischen genetischen Verbesserungen 
wünschen, die von nichtmenschlichen Lebensformen 
stammen. Werden irgendwann grün fluoreszierende 
Kinder die bereits erwähnte Liste der GFP-Organis- 
men fortsetzen? 


Durch gentechnische Manipulation lassen sich 
nicht nur defekte Gene ersetzen, sondern auch 
Gene anderer Organismen einbauen. Würden diese 
Techniken auch auf Menschen angewandt, kann 
man sich die daraus entstehenden Kontroversen 
jetzt schon vorstellen. 


Wissen, Identität und 
Ideologie 


Privatsphäre und persönliche 
genetische Informationen 


Irgendwann wird es auch möglich sein, durch Analy- 
se der DNA einer Person zukünftige gesundheitliche 
Probleme vorherzusagen. Gegenwärtig gilt dies nur 
für einige wenige Erbkrankheiten, zumeist mit schwe- 
ren, deutlich erkennbaren Auswirkungen. Solche In- 
formationen könnten nicht nur für die Betroffenen 
von Interesse sein (s. weiter unten), sondern auch für 
das Gesundheitswesen, Versicherungsunternehmen, 
Arbeitgeber, das Militär und so weiter. Das wirft die 
Frage nach der Verletzung der Privatsphäre auf. 
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Planetary Security 


Issued 
04-25-07 Death 


Expires 


WLIO SPRINT 


Alisa Bustamante 
Amelogenin Y X D7S820 ae 7 
D351358 12 8 D16S539 13 18 
THO1 14 23 

D21S11 11 18 6 
D18551 4 9 
D5818 y 
D135317 17 19 


CSFIPC 10 
vWA , 

D8S1179 17 19 
TPOX 8 11 
FGA 10 12 


Exkurs 25.5 


25.7 Genetischer Personalaus- 
weis 

Fur forensische Analysen entspricht 
das auf einem Dutzend STR- 
Sequenzen beruhende DNA-Finger- 
printing dem aktuellen Stand der 
Technik. Der Amelogenin-Marker 
dient zur Geschlechtsbestimmung. 
Mit einem solchen Fingerprinting 
lassen sich mehr als 100 Millionen 
(10'*) Menschen individuell unter- 
scheiden. 


IR 
PR 


a - 


Gendoping: ein Dilemma der Zukunft? 


Die Entwicklung von transgenen Mäusen mit besonderen 
Fähigkeiten (Mighty Mouse, Marathon-Maus - s. Kap. 15) 
hat Begehrlichkeiten bei einigen Menschen geweckt. 
Könnten solche Leistungssteigerungen auch bei mensch- 


lichen Sportlern möglich sein? Auf diesem Gebiet arbei- 
tende Forscher haben bereits einige Anfragen von Sport- 
lern bezüglich einer Kräftigung der Muskulatur erhalten. 
Mit dem Begriff Gendoping bezeichnet man die Bereit- 
stellung zusätzlicher Genkopien, die einen Wettbewerbs- 
vorteil verschaffen (im Gegensatz beispielsweise zum 
Doping mit verbotenen Steroiden). Möglichkeiten wären 


Hat eine Krankenkasse das Recht, über potenzielle 
künftige gesundheitliche Probleme ihrer Mitglieder 
informiert zu sein? Anbieter von Lebensversiche- 
rungen achten heute schon auf Alter, Gewicht und 
Cholesterinspiegel und verlangen von Risikopatienten 
höhere Prämien. Wie werden die Versicherungsunter- 
nehmen reagieren, wenn man Menschen mittels eines 
genetischen Screenings auf sämtliche gesundheitli- 
chen Probleme hin untersuchen kann? Natürlich wer- 
den die Versicherungsfirmen den meisten Menschen 
eine Versicherung anbieten müssen, um im Geschäft 
zu bleiben, aber wie groß werden die Unterschiede bei 
den Beiträgen aufgrund der genetischen Daten sein? 

Eine weitere Problematik, die ebenfalls die Pri- 
vatsphäre betrifft, sind nationale Datenbanken des 
Gesundheitswesens. (Man denke nur daran, dass Da- 
tenbanken für verurteilte Verbrecher, vor allem Sexu- 


zum Beispiel eine größere Muskelmasse, eine erhöhte 
Ausdauer oder eine höhere Zahl roter Blutkörperchen. 
Die zusätzlichen Proteine wären den körpereigenen sehr 
ähnlich oder sogar identisch und damit enorm schwierig 
nachzuweisen. 

Gegenwärtig ist Gendoping noch Zukunftsmusik. An- 
gesichts der Geschwindigkeit der wissenschaftlichen Ent- 
wicklung und der Bereitschaft der Athleten, leistungsstei- 
gernde Medikamente auszuprobieren, auch wenn diese 
verboten sind, könnte diese Problematik allerdings schon 
recht bald Wirklichkeit werden. 


alverbrecher, heute schon in vielen Ländern geführt 
werden.) Damit könnten sich angehende Ehepartner 
über mögliche Erbkrankheiten informieren, die bei 
einer bestimmten Elternkombination auftreten könn- 
ten. Ebenfalls vorgeschlagen wurde schon ein auf der 
DNA beruhender Ausweis, der nicht nur die persön- 
liche Identität dokumentiert, sondern auch für Not- 
fälle nützliche Daten zur persönlichen Gesundheit 
(wie Allergien und Informationen zur Blutgruppe) 
enthält (Abb. 25.7). Wie wird sich dies auf die Rolle 
des Staates in unserem Leben auswirken? 


Fragen: 

Wie viel persönliche genetische Information sollte dem 
Gesundheitswesen, Versicherungsunternehmen, Regierun- 
gen, Arbeitgebern, Ehepartnern und so weiter zur Verfü- 
gung stehen? 
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Wird unsere „genetische Identität“ zu einem ähnlich 
alltäglichen Gut werden wie unsere finanzielle Identität? 
Werden Menschen genetische Ausweise stehlen, um nied- 
rigere Lebensversicherungsbeiträge, einen hochwertigeren 
Partner oder eine gute Stelle zu erhalten? 


Die Einmischung in die Privatsphäre ist schon ein 
altes Problem. Da immer mehr DNA-Sequenzda- 
ten verfügbar werden, stellt sich jedoch die Frage, 
wie man die genetische Identität besser schützen 
kann. 


Vorgewarntsein oder Unkenntnis 


Ist es ein Segen, nichts über die Zukunft zu wissen, 
oder ist es besser, durch Vorwarnung gewappnet zu 
sein? Durch genetische Analysen von Erwachsenen, 
Kindern oder Ungeborenen kann man feststellen, ob 
sie eine Erbkrankheit haben. Bedauerlicherweise gibt 
es für sehr viele dieser Krankheiten keine Heilung. 

Angenommen, in einer Familie ist bereits mehrmals 

eine Erbkrankheit aufgetreten - sollte man dann die 

Kinder untersuchen lassen und sie über die Ergeb- 

nisse informieren? Gesetzt den Fall, ein Kind erbt 

mit einer Wahrscheinlichkeit von 50:50 eine erbliche 

Störung, deren Symptome erst spät im Leben auftre- 

ten, aber schwere Schädigungen hervorrufen. Sofern 

das Kind diesen Defekt nicht hat, wird es vermutlich 
ausgesprochen erleichtert sein, das zu wissen. Wenn 
es jedoch Träger des genetischen Defekts ist, wird 
es dann mit dem Wissen leben wollen, irgendwann 

im späteren Leben schwerstkrank zu werden? Oder 

wäre es ihm lieber, das nicht zu wissen? (Man kann 

nicht eine Analyse durchführen, und den unglück- 
lich Betroffenen das Ergebnis vorenthalten: Nicht 
informierten Patienten wäre schnell klar, dass sie den 

Defekt haben.) Beispiele für solche Fälle sind relativ 

selten, am bekanntesten ist wohl Chorea Huntington 

(s. Kap. 16). 

Aus mehreren Gründen ist es vielleicht besser, es 
zu wissen: 

1. Man könnte dafür sorgen, dass der Defekt nicht 
weitervererbt wird, indem man auf eigene Kinder 
verzichtet. 

2. Medizinische Fortschritte könnten in der Zukunft 
eine Heilung ermöglichen, von der man profitie- 
ren könnte, sofern man Bescheid weiß. 

3. Man könnte sein Leben so planen, dass es mög- 
lichst stressfrei verläuft. 


4. Wenn man nicht wüsste, ob man Träger ist oder 
nicht, würde man sich dennoch Sorgen machen. 


Fragen: 

Sollte man genetische Informationen dazu nutzen, noch 
vor Auftreten irgendwelcher Symptome seine Partner- 
schaft und berufliche Karriere zu planen und der Gesund- 
heit dienliche Entscheidungen zu treffen (z.B. in ein Gebiet 
mit günstigerem Klima umziehen, um mögliches Asthma zu 
vermeiden)? 


Bei genetischen Analysen können schwere Erb- 
krankheiten ans Licht kommen, die nicht heilbar 
sind. Sollte man darüber informiert werden, oder 
würde dies mehr belasten als nützen? 


Forensik und Verbrechen 


Mit jeder Technologie, die man zur Bekämpfung 
von Verbrechen einsetzen kann, kann auch Miss- 
brauch getrieben werden. Wie bereits in Kapitel 24 
erwähnt, ist die Forensische Molekularbiologie - die 
Verwendung von DNA zur persönlichen Identifi- 
zierung bei Kriminalfällen und zivilrechtlichen Fäl- 
len - heute weitgehend akzeptiert (Abb. 25.8). Nach 
Ausräumung der anfänglichen technischen Proble- 
me kann man heute mittels einer ordnungsgemäß 
durchgeführten DNA-Analyse mit überwältigender 
Wahrscheinlichkeit Menschen zuverlässig persönlich 
identifizieren. Zu den bedeutsamsten Ergebnissen 
solcher Analysen zählt, dass aufgrund von DNA- 
Beweisen eine beträchtliche Zahl von Verdächtigen, 
die aufgrund weniger verlässlicher Identifizierungs- 
methoden fälschlicherweise verurteilt worden waren, 
freigelassen werden konnten. 

Die noch nicht gelösten ethischen Fragen be- 
ziehen sich unter anderem auf die Einrichtung na- 
tionaler oder internationaler Datenbanken, die 
DNA-Analysen von Kriminellen enthalten. Wer 
sollte darin aufgenommen werden? Wer sollte da- 
rauf zugreifen können? Im Augenblick werden zur 
Identifizierung nur DNA-Sequenzen verwendet, die 
in den Bereichen nichtcodierender DNA liegen. Ir- 
gendwann wird es jedoch möglich sein, auch das 
körperliche Erscheinungsbild und die mentalen Ei- 
genschaften einer Person von ihrer DNA abzuleiten. 
Wird man an einem Tatort gefundene DNA-Spuren 
irgendwann, wenn dies möglich ist, weiter analysie- 
ren, um Informationen über mögliche Verdächtige 
zu erhalten? 
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18 (NH) 


361(MA) 


2 (RI) 
151 (CT) 


497 (NJ) 
6 (DE) 


610 (MD) 


184 (FBI) 


30 (US Army) 


5199 (FL) 


fe .„ 5(H) 
wm 1 weniger als 100 
D [L] 100 bis 1000 


[E] mehr als 1000 


25.8 Die Akzeptanz von DNA-Beweisen in der heutigen Gesellschaft 
Diese Karte der USA zeigt die Zahl der Fälle, die mithilfe des CODIS-Systems für DNA-Beweise des FBl gelöst werden 
konnten. Insgesamt waren dies bis Dezember 2006 43 156 Fälle in 49 Bundesstaaten und zwei staatlichen Einrichtungen. 


Zur Lösung von Kriminalfällen sind DNA-Beweise 
heute weithin akzeptiert. Die Einrichtung von Da- 
tenbanken mit DNA-Informationen von Kriminellen 
ist wegen der damit einhergehenden Verletzung 
der Privatsphäre nach wie vor etwas umstritten. 


Konflikt von Wissenschaft und 
Religion 


Schon immer in der Geschichte ist es zu Konflikten 
zwischen kirchlichen und politischen Einrichtungen 
sowie der modernen Wissenschaft gekommen. Vor 
allem die Fortschritte der modernen Biologie stehen 
häufig im Widerspruch zu traditionellen Moralvor- 


stellungen. Die Gentechnik hat in den letzten Jahren 
sehr viel Aufmerksamkeit erregt, nur wenige der 
von ihr aufgeworfenen ethischen Fragen sind jedoch 
wirklich neu oder auf dieses Gebiet beschränkt. Ein 
Beispiel ist die bakteriologische Kriegsführung. Der 
Einsatz genetisch modifizierter Viren als Biowaffen 
ist für manche eine entsetzlich unmoralische Vor- 
stellung. Ist es wirklich unmoralischer (oder weniger 
unmoralisch), wenn ein Biologe ein tödliches Virus 
entwickelt, als wenn ein Physiker eine Rakete mit 
Nuklearsprengkopf entwirft? Und wie steht es mit 
dem Höhlenmenschen, der eine bessere Axt erfand, 
um damit Konkurrenten zu töten? 

Themen wie Bioterrorismus, der Widerstreit 
von Evolution und Kreationismus, Abtreibung und 
das Klonen von Menschen sind den meisten Lesern 
heute zwar vertraut, man sollte die Auseinanderset- 
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zung zwischen der Biologie und der Kirche jedoch 
unbedingt auch vor einem historischen Hintergrund 
betrachten. Schon lange bevor Charles Darwin sein 
Werk Die Entstehung der Arten schrieb, waren Re- 
ligion und Biologie schon in einen Machtkampf 
verstrickt - in den Konflikt zwischen traditionellem 
religiösem Glauben und der weltlichen Medizin. So- 
wohl nach christlicher Tradition als auch nach der 
anderer Religionen galten Leben und Gesundheit als 
gottgegeben. Folglich beanspruchten die etablierten 
Religionen in vielen Gesellschaften die Kontrolle 
über Geburt, Fortpflanzung, Heilung und Tod für 
sich. Dies hat nicht selten zu einem Widerstand 
gegen weltliche Eingriffe in die Gesundheitsfürsorge 
geführt. Als beispielsweise die ersten Impfungen 
entwickelt wurden, verurteilte die christliche Kir- 
che, insbesondere der Papst, diese als unzulässige 
Einmischung in den Willen Gottes. Epidemien von 
Infektionskrankheiten wie Pest oder Pocken wurden 
als Gottesurteil gegen sündige Menschen angese- 
hen. Wenn Gott wollte, dass man lebt, dann würde 
man die Epidemie überstehen, wollte Gott, dass man 
stirbt, dann liefe es auf Gotteslästerung hinaus, sich 
impfen zu lassen. 

Aus dieser Sicht könnte man Probleme wie Ab- 
treibung oder das Klonen von Menschen ganz ein- 
fach als heutige Episoden des schon lange anhalten- 
den Machtkampfs zwischen der religiösen und der 
weltlichen Kontrolle über das menschliche Leben 
betrachten. Eigentlich steht die moderne Biologie ge- 
nauso mit fast allen neuen religiösen Kulten und der 
New-Age-Ideologie in Widerspruch. Die Molekular- 
biologie wirkt sich auf diese Gebiete in erster Linie 
dadurch aus, dass sie unserem Bild von der Evolution 
neue Details hinzufügt. Der grundlegende ideologi- 
sche Dissens bleibt genauso bestehen wie zuvor und 
sprengt den Rahmen dieses Buches. 


Fragen: 
War an der Entstehung des Lebens oder des Universums 
etwas Übernatürliches beteiligt? 

Wenn Gott die Welt erschaffen hat, was bedeutet dies 
dann für die Gentechnik und andere Eingriffe des Men- 
schen in die Natur? 

Ist die Evolution mit dem religiösen Glauben verein- 
bar? 

Wenn es keinen Gott gibt, woher kommt dann die 
Moral? Ist beispielsweise die Ethik der Evolution, beruhend 
auf Konkurrenz und dem Kampf ums Überleben, die einzige 
Grundlage für die Beurteilung von Verhalten? 

Sollte man Forschungen auf Gebieten, die mit dem reli- 
giösen Glauben in Konflikt stehen, unterbinden? 


Hat sich auch auf anderen Planeten des Universums 
Leben entwickelt, und wenn ja, was bedeutet dies? 

Sind wir allein im Universum? Haben wir die mora- 
lische Verpflichtung, es mit irdischen Lebensformen zu 
besiedeln? 

Sollten wir mithilfe der Gentechnik Lebensformen schaf- 
fen, die Planeten besiedeln können, auf denen irdisches 
Leben in seiner jetzigen Form nicht überleben könnte? 


Wissenschaft und Religion sind häufig in Konflikt 
geraten. Die Gentechnik hat eigentlich keinen Ein- 
fluss auf den grundlegenden Dissens. 


Konflikt mit egalitären 
Ideologien 


Genau wie die moderne Biologie zu religiösen Vor- 
stellungen im Widerspruch steht, so gerät sie auch 
mit den meisten weltlichen Ideologien in Konflikt. 
Ganze Kategorien weltlicher Ideologien beruhen auf 
der Vorstellung der Gleichheit. Menschen sind aber 
nicht gleich; sie unterscheiden sich erheblich in ih- 
ren Fähigkeiten, und viele davon sind teilweise oder 
sogar größtenteils erblich. Sowohl der sowjetische 
Kommunismus als auch der amerikanische Libera- 
lismus versuchen, das Problem der unterschiedlichen 
menschlichen Fähigkeiten, insbesondere zwischen 
verschiedenen Bevölkerungsgruppen, mit Einflüs- 
sen durch die Umwelt zu erklären. Ähnliche Aus- 
sagen werden zu den Unterschieden im Verhalten 
von Männern und Frauen getroffen. Genau wie die 
christliche Kirche versucht hat, prekäre Gebiete der 
Wissenschaft zu zensieren, haben extrem linksge- 
richtete Ideologien versucht, die Forschung sowie 
freie Diskussionen auf Gebieten wie der Vererbung 
des IQ oder der Wirkung von Hormonen auf die 
Festlegung der „Geschlechterrolle“ zu unterdrücken. 
Für ziemlich lange Zeit erlaubte die Sowjetunion 
nur getreuen Parteimitgliedern Zugang zur „kapita- 
listischen Genetik“, der Allgemeinbevölkerung war 
dieses Gebiet verboten. Heute werden nach und nach 
Gene identifiziert, die am Verhalten und an der 
Funktion des Gehirns beteiligt sind. Es kommen 
immer mehr molekulare Details ihrer Mechanismen 
und Funktionsweisen ans Licht. Diese Erkenntnisse 
untergraben zunehmend das gesamte Konzept von 
der Gleichheit der Menschen. 

Ein interessantes Beispiel ist die Homosexualität. 
Vor rund 20 Jahren wurde die Andeutung, Homo- 
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sexualität sei auf einen Gendefekt zurückzuführen, 
als „politisch äußerst inkorrekt“ dargestellt, und die 
amerikanischen Liberalen hätten dies als „Homo- 
phobie“ verurteilt. Heute behaupten einige Schwu- 
lenorganisationen selbst, dass Homosexualität eine 
genetische Grundlage habe. Bislang gibt es weder für 
die eine noch die andere Seite einen überzeugenden 
Beweis, aber eigentlich kann man sich kaum vorstel- 
len, dass die Genetik nicht daran beteiligt ist. 


Fragen: 

Das gesamte Szenario der „Sozialkonstruktion“ (Fördermaß- 
nahmen zugunsten Benachteiligter, Quoten etc.), das in 
vielen westlichen Gesellschaften in den vergangenen fünf 
Jahrzehnten vorgeherrscht hat, beruht auf der folgenden 
Behauptung: Unterschiede in den Fähigkeiten oder im Ver- 
halten zwischen verschiedenen Bevölkerungsgruppen sind 
auf Umwelteinflüsse und „Diskriminierung“ zurückzuführen. 
Was wäre, wenn sie überwiegend genetisch bedingt wären? 

Sollte man Forschungen auf Gebieten, die mit der po- 
litischen Korrektheit in Konflikt geraten, unterbinden oder 
zensieren? Sollte man „sensible Informationen“ auf Leute 
beschränken, denen man aufgrund ihrer politischen Loyali- 
tät vertrauen kann? 

Sollte man versuchen, Verhaltensstörungen oder -nei- 
gungen zu heilen, wenn diese eine biologische Grundlage 
haben? 

Welche Auswirkungen hätte es, wenn man eine gene- 
tische Prädisposition für Gewaltverbrechen bei den Betrof- 
fenen bereits im Kindesalter feststellen könnte? Sollten 
potenzielle Mörder und Sexualverbrecher als Vorsichtsmaß- 
nahme gleich eingesperrt werden, bevor sie irgendwelche 
Verbrechen begehen? 

Werden Analysen der fetalen DNA Vorhersagen über 
den potenziellen zukünftigen IQ eines Kindes ermöglichen? 
Und wenn ja, werden sich Eltern dann bei Feten mit nied- 
rigem IQ für einen Schwangerschaftsabbruch entscheiden? 
Werden Männer mit hohem IQ Samen für künstliche Be- 
fruchtungen zur Verfügung stellen (oder verkaufen)? 


Die Wissenschaft und nichtreligiöse Ideologien 
stehen ebenfalls in Konflikt. Die moderne Genetik 
untergräbt ständig viele moderne Ideologien. 


Besitz genetischer Informationen 


Wem erworbenes Wissen gehört, ist schon eine alte 
Frage. In den westlichen Industrienationen gilt im 
Allgemeinen die Regel: Wenn man etwas erfindet, 


darf man es patentieren lassen und kann davon pro- 
fitieren. Aber wie weit gehen diese Rechte? Erfindet 
man eine Kamera, so ist klar, dass man die Rechte 
an dieser Kamera besitzt. Aber wenn man mit dieser 
Kamera ein Foto des Mondes macht? Gehört einem 
dann der Mond oder nur das Foto? Das klingt so 
natürlich ziemlich absurd. Wenn man jedoch einen 
Sequenzierautomaten erfindet und damit ein Gen 
sequenziert (beispielsweise von einem anderen Men- 
schen), gehört einem dann die Sequenzinformation? 
Sollte man bereits vorhandene Informationen, die 
durch neue Technologien ans Licht gebracht wurden, 
patentieren können, oder sollten Patente auf neue 
Methoden, Geräte oder Techniken beschränkt sein? 

Genetisch modifizierte Bakterien und andere 
transgene Organismen wurden bereits in beträchtli- 
cher Zahl patentiert. Vermutlich gelten sie als neue 
Erfindungen. Die Frage bezüglich des Besitzes von 
DNA-Sequenzen ist nach wie vor umstritten, ver- 
schiedene Länder haben hierzu unterschiedliche 
Standpunkte. In der Praxis bringen der Verkauf von 
Medikamenten und Diagnose-Kits das Geld ein. 
Welchen finanziellen Wert eine DNA-Sequenz hat, 
ist fraglich. 

Sollten Wissenschaftler, deren Arbeit an Univer- 
sitäten durch öffentliche Gelder finanziert wird, ihre 
Entdeckungen patentieren lassen und persönlich da- 
von profitieren können? An den meisten Universitä- 
ten ist festgelegt, dass die Profite aufgeteilt werden, 
beispielsweise 50:50 zwischen dem Forscher und der 
Institution. Einer anderen Auffassung zufolge sollte 
sämtliches Wissen, das durch vom Steuerzahler fi- 
nanzierte Forschungen erworben wurde, öffentliches 
Eigentum sein - zumindest sollten sämtliche Infor- 
mationen allen Menschen frei zugänglich gemacht 
werden. Diese Einstellung mag vielleicht zu idealis- 
tisch klingen. Informationen sicher zu verwahren 
ist in der Praxis weitaus schwieriger, als materiellen 
Besitz zu hüten. Typische Beispiele sind Raubkopien 
von DVDs und Musik-CDs oder der Download von 
MP3-Dateien über das Internet. 


Fragen: 
Wenn man von einem Unternehmen oder vom Steuerzahler 
dafür bezahlt wird, dass man eine neue Technologie ent- 
wickelt, wer hat dann das Besitzrecht an der Technologie: 
man selbst, das Unternehmen oder die Öffentlichkeit? Was 
ist, wenn es sich bei der „Entwicklung“ um eine Idee han- 
delt - wem gehört sie dann? 

Würden Sie eine Einverständniserklärung unterzeichnen, 
die einer Firma die alleinigen Rechte an sämtlichen Ideen, 
Prozessen oder Erfindungen einräumt, die Sie entwickeln? 
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Wem gehören genetische Informationen? Dem For- 
scher? Demjenigen, der die Forschung finanziert 
hat? Demjenigen, von dessen Genom die Daten 
stammen? Der Öffentlichkeit? 


Biologische Probleme auf 
lange Sicht 


Viele der zuvor erwähnten bioethischen Probleme 
sind aufgrund der technologischen Neuerungen 
gerade aktuell, werden aber wahrscheinlich schon 
relativ bald wieder aus dem öffentlichen Interesse 
verschwinden. Übrig bleiben werden überwiegend 
grundlegende Probleme, die sowohl für Neuerungen 
als auch für ältere Technologien gelten, etwa der Zu- 
gang zur Gesundheitsfürsorge oder die Verletzung 
der Privatsphäre. Es gibt jedoch noch einige biologi- 
sche Probleme, die weniger romantisch, dafür aber 
von wirklicher Bedeutung sind. Daher sollen sie als 
Gegengewicht zu Themen wie dem Klonen von Men- 
schen zumindest kurz erwähnt werden. 

Durch die Fortschritte in der medizinischen 
Technologie in den letzten beiden Jahrhunderten 
hat sich die Lebenserwartung in den Industriena- 
tionen von Mitte dreißig auf Mitte siebzig erhöht. 
Die Kindersterblichkeit ist von annähernd 50% auf 
weniger als 1% gesunken. Die daraus folgende Be- 
völkerungsexplosion ist für unseren Planeten weitaus 
bedrohlicher als jegliche hochtechnisierte Manipula- 
tion an der Natur. Maßnahmen gegen die Umwelt- 
verschmutzung und zur Wiederverwertung könnten 
zwar etwas Abhilfe schaffen, durch den Anstieg der 
menschlichen Bevölkerung werden aber unweiger- 
lich mehr Ressourcen verbraucht, und die Natur wird 
im Übermaß in Anspruch genommen. 

Eine weitere Folge der gestiegenen Lebenserwar- 
tung ist, dass das Durchschnittsalter der mensch- 
lichen Bevölkerung zunimmt. Der immer größer 
werdende Anteil alter und pensionierter Menschen 
stellt für das Gesundheitswesen der fortschrittlichen 
Nationen eine gewaltige Belastung dar. Immer häu- 
figer hört man Warnungen vor dem bevorstehenden 
Kollaps des Gesundheitssystems. Verschärft werden 
diese Trends durch die hohen Kosten vieler neuer 
medizinischer Technologien. In den Vereinigten 
Staaten fließen beispielsweise etwa 20% der Aus- 
gaben in die allgemeine Gesundheitsfürsorge, wäh- 


rend eine unverhältnismäßig große Summe dafür 
aufgewendet wird, alte Menschen in ihren letzten 
Lebensmonaten am Leben zu erhalten. Ein weiterer 
Faktor ist Fettleibigkeit. Immer mehr Bewohner von 
Industrienationen werden immer dicker. Das zieht 
starke gesundheitliche Folgeschäden nach sich, von 
denen viele, beispielsweise Diabetes, eine teure Lang- 
zeitbehandlung erfordern. 

Durch das Bevölkerungswachstum leben die 
Menschen in immer höherer Dichte, durch das mo- 
derne Verkehrswesen hat sich die Mobilität erhöht. 
In Kombination haben diese beiden Faktoren zu 
einer raschen Ausbreitung von Infektionskrankhei- 
ten auf der ganzen Welt geführt. Von großen Pande- 
mien wie Aids und Tuberkulose bis zu weniger stark 
verbreiteten Epidemien wie Cholera und West-Nil- 
Virus gibt es verhängnisvolle Anzeichen dafür, dass 
Infektionskrankheiten wieder im Kommen sind. 
Gleichzeitig erleben wir eine Ausbreitung geneti- 
scher Resistenzen: von Bakterien gegen Antibiotika, 
von Viren gegen antivirale Wirkstoffe und unter In- 
sekten, die Infektionskrankheiten übertragen oder 
Ernten vernichten, gegen Insektizide. Einerseits 
wird es immer kostspieliger, sich gegen neue oder 
resistente Infektionserreger in den reichen Nati- 
onen zur Wehr zu setzen, andererseits wirkt die 
Ausbreitung tödlicher Infektionskrankheiten in den 
ärmeren Ländern in gewissem Umfang der Bevöl- 
kerungsexplosion entgegen. Besonders augenfällig 
ist dies in Afrika, wo derzeit - vor allem aufgrund 
von Aids - ein Bevölkerungsrückgang prognosti- 
ziert wird. 

Eine solche Aufzählung von Problemen erzeugt 
zumeist eine düstere Stimmung. Daher wollen wir 
mit der Aussage schließen, dass die meisten heutigen 
Probleme eigentlich durch Erfolge entstanden sind. 
Verantwortlich für die heutige Überbevölkerung ist 
die westliche Wissenschaft - eben weil sie die Pro- 
bleme der Vergangenheit in Form von Hunger und 
Krankheiten gelöst hat. Unserer Ansicht nach wer- 
den sich durch entsprechende Technologien auch 
viele der Probleme neuerer Generation lösen lassen. 
Die thematisierten Probleme sollten daher eher als 
Liste zu erledigender Aufgaben betrachtet werden, 
denn als potenzielles Untergangsszenario. 


Viele der heutigen Probleme sind erst durch Erfolge 
in der Vergangenheit entstanden. Durch die höhere 
Lebenserwartung und den höheren Lebensstandard 
der Menschen werden zwangsläufig mehr Ressour- 
cen benötigt. 
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ABO-Blutgruppen Set von Blutantigenen auf der 
Oberfläche roter Blutkörperchen, bestehend aus 
drei verschiedenen (aber verwandten) Glykolipi- 
den 

abgeschwächter (attenuierter) Impfstoff Ein leben- 
des Pathogen, das keine Krankheit mehr auslöst, 
aber dennoch das Immunsystem zur Antikörper- 
bildung stimuliert 

p-abhängiger Terminator Terminator der Trans- 
kription, der auf das p-Protein angewiesen ist 

Acetylserin-Sulfhydrylase Enzym, das O-Acetylse- 
rin mithilfe von Hydrogensulfid in Cystein um- 
wandelt 

Achondroplasie Erblicher Defekt, verursacht durch 
eine Mutation des FGFR3-Gens, das für den Fib- 
roblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR) Nr. 
3 codiert. Auch bekannt als chondrodystropher 
Zwergwuchs. 

Ada-Gen Gen, das für das Enzym Adenosin-Des- 
aminase codiert 

addiction module Genset, das den Zelltod bei Bakte- 
rien kontrolliert (z.B. bei E. coli) 

Adeno-assoziierte Viren (AAV) Defekte Viren oder 
„Satellitenviren‘“, die auf ein Adenovirus (oder ei- 
nige Herpesviren) angewiesen sind, das einige 
wesentliche Funktionen bereitstellt 

Adenosin-Desaminase Enzym, das am Stoffwechsel 
der Purinbasen beteiligt ist. Seine Abwesenheit 
verhindert die Entwicklung von B- und T-Zellen. 

Adenoviren Familie kleiner, kugelförmiger Viren 
mit doppelsträngiger DNA, die Tiere infizieren 

Adenovirus-36 Adenovirusstamm, der Fettleibigkeit 
verursacht 

Adenylat-Cyclase Enzym, das cAMP synthetisiert 

Adhärente Zelllinien Zellen in Kultur, die an Kul- 
turschalen haften und wachsen 

Adhäsine Bakterielle Proteine, die an Glykoprotei- 
ne oder Glykolipide an der Oberfläche tierischer 
Zellen binden 

Adjuvans (oder Carrier) Stoff, der die Wirkung 
eines Impfstoffs unterstützt 


ADP-Ribose Molekulares Fragment, das aus Aden- 
osindiphosphat plus Ribose besteht. Es entsteht 
normalerweise durch Spaltung von NAD. 

ADP-Ribosylierung Addition einer ADP-Ribose- 
Gruppe an ein Protein, welches daraufhin seine 
Aktivität verändert oder komplett einstellt 

Aedes aegypti Stechmückenspezies, Überträger des 
Gelbfiebers 

ß3-adrenerger Rezeptor Rezeptor auf der Oberflä- 
che von Fettzellen, der Noradrenalin (Norepine- 
phrin) bindet 

Aequorin Ein Protein aus der Leuchtqualle Aequo- 
rea victoria, das - ausgelöst durch Calciumionen 
- blaues Licht emittiert 

a-Faktor Kreuzungsfaktor der Hefe, der als Phe- 
romon wirkt und Hefezellen des anderen Kreu- 
zungstyps anzieht 

Affinitätschromatographie Chromatographietech- 
nik, bei der die stationäre Phase eine Bindungs- 
stelle für ein spezielles Molekül (z.B. einen Anti- 
körper) besitzt 

A-Form Eine alternative Form der Doppelhelix, mit 
11 bp pro Windung. Kommt häufig bei doppel- 
strängiger RNA vor, aber selten bei DNA. 

Agarose Ein Polysaccharid aus Meeresalgen, das zur 
Herstellung von Gelen verwendet wird, um Nuc- 
leinsäuren durch Elektrophorese zu trennen 

aggressive Gentherapie Therapie gegen Krebs oder 
Infektionen, bei der Gene oder Genprodukte ein- 
geschleust werden, die Krebszellen oder infektiöse 
Agenzien abtöten 

Aguti Graubraune Fellfarbe von Mäusen infolge ei- 
nes dominanten Allels 

Ähnlichkeitssuche Vergleich neuer DNA-Sequen- 
zen mit bekannten Sequenzen, um ihre Identität 
festzustellen 

Aids (erworbenes Immunschwächesyndrom) Eine 
Krankheit, ausgelöst durch das Retrovirus HIV, 
die langsam das Immunsystem unterminiert, in- 
dem sie die T-Zellen zerstört 

Aktivatorprotein Protein, das ein Gen anschaltet 
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Akzeptorarm Arm der tRNA, an den die Amino- 
säure angeheftet wird 

Alkalische Phosphatase Enzym, das von verschie- 
denen Substraten Phosphatgruppen abspaltet 

Allel Spezielle Version eines Gens bzw. eine spezi- 
elle Version eines jeden Locus auf einem DNA- 
Molekül 

allgemeine Transkriptionsfaktoren Proteine, die die 
Expression aller Gene steigern oder unterdrücken 

allgemeines Sekretionssystem (Sec-System) Stan- 
dardsystem, um Proteine durch Membranen zu 
exportieren. Es findet sich bei den meisten Orga- 
nismen. 

alternative splicing library Bibliothek aus DNA- 
oder Protein-Sequenzabschnitten, die durch zu- 
fällig aufgenommene oder ausgeschlossene Exons 
des Originalproteins entstanden ist 

Alu-Sequenz Ein Beispiel eines SINE, eine bestimm- 
te kurze DNA-Sequenz, die in hoher Kopienzahl 
auf den Chromosomen von Menschen und Pri- 
maten vorkommt 

Amantadin Antiviraler Wirkstoff, der Ionenkanäle 
blockiert und sich in der Außenhülle des Influen- 
za-A-Virus findet 

Aminoacyl-tRNA-Synthetase Enzym, das eine 
Aminosäure an die tRNA anheftet 

Aminopeptidase Protease, die Aminosäuren vom 
aminoterminalen Ende einer Polypeptidkette ab- 
spaltet 

Amme (in der Genetik) Weibliches Tier, das gen- 
technisch modifizierte Embryonen trägt 

Amniocentese Eine Methode, um Fruchtwasser mit 
darin enthaltenen fetalen Zellen zu untersuchen 

Amyloid-Aggregate Unlösliche Klumpen falsch ge- 
falteter Proteine, die bei verschiedenen Krank- 
heiten vorkommen, wie der Alzheimer-Krankheit 
und Prion-Krankheiten 

Amyloid-8 Ein Peptidfragment eines Proteins, dass 
in neuritischen Plaques vorkommt 

Amylopektin Verzweigte Komponente der Stärke 

Amylose Lineare Komponente der Stärke 

Analyt Gemisch aus Molekülen (z.B. Proteinen), das 
chromatographisch untersucht wird 

Angelman-Syndrom Erblicher Defekt, der durch 
einen Funktionsverlust von Genen auf dem müt- 
terlichen Chromosom 15 hervorgerufen wird, die 
der genetischen Prägung unterliegen 

Angiogenese Entwicklung neuer Blutgefäße 

Anopheles gambiae Stechmückenspezies, die Mala- 
ria überträgt 

Anthrax Infektionskrankheit bei Rindern, mit der 
sich auch Menschen leicht infizieren. Sie wird 


durch das Bakterium Bacillus anthracis hervor- 
gerufen. 

Anticodon Gruppe von drei komplementären Basen 
auf der tRNA, die ein Codon auf der mRNA er- 
kennen und binden 

anti-Gen Gen, das durch Transkription eine voll- 
ständige Antisense-RNA ergibt 

Antigen Capture Immunoassay Protein-Detekti- 
onsmethode, bei der ein Antikörper an eine feste 
Oberfläche gebundenen ist und ein spezielles Pro- 
tein aus einem Gemisch isoliert wird 

Antigene Moleküle, die eine Immunantwort aus- 
lösen. Sie werden von Antikörpern erkannt und 
gebunden. 

Antikörper Proteine des Immunsystems, die fremde 
Moleküle (Antigene) erkennen und binden 

Antionkogene Gene, die unerwünschte Zellteilungen 
verhindern (das gleiche wie Tumorsuppressorgene) 

antiparallel Parallel, aber in unterschiedliche Rich- 
tungen verlaufend 

antisense (nichtcodierend) Der DNA-Strang, der 
komplementär zur mRNA ist 

Antisense-DNA Einzelsträngige DNA, mit einer 
Sequenz, die komplementär zu einem speziellen 
DNA- oder RNA-Zielmolekül ist (in der Regel 
mRNA); die Bindung einer Antisense-DNA an 
eine mRNA kann die Translation blockieren. 

Antisense-DNA-Oligonucleotid Kurze Antisense- 
DNA 

Antisense-RNA RNA mit einer zur mRNA kom- 
plementären Sequenz, deshalb binden beide an- 
einander 

Anti-Shine-Dalgarno-Sequenz Sequenz auf der 
16S-rRNA, die komplementär zu der Shine-Dal- 
garno-Sequenz der mRNA ist 

Antiterminatorproteine Proteine, die das Überlesen 
einer Terminationsstelle der Transkription ermög- 
lichen 

AP-1 (Aktivatorprotein-1) Eukaryotischer Transkrip- 
tionsfaktor, der eine Vielzahl von Genen aktiviert 

Apoptose Genetisches Programm, das geschädig- 
te Zellen oder solche, die nicht mehr benötigt 
werden, eliminiert. Das Immunsystem wird dabei 
nicht aktiviert. 

Apoptosekörper 
tischen Zelle 

Apoptosom Ein Komplex aus Signalproteinen, der 
während der Apoptose die Caspase-3 bei Säuge- 
tieren aktiviert 

Aptamer Oligonucleotid, das an ein anderes Molekül 
bindet, meist ein Protein. Es wird nicht von einer 
natürlich vorkommenden DNA-Sequenz codiert. 


Kompakte Granula einer apopto- 
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Ascosporen Sporentyp, der von Pilzen aus der 
Gruppe der Ascomyceten (z.B. Hefe und Schim- 
melpilze) innerhalb eines Ascus gebildet wird 

Ascus Spezielle Struktur bei Ascomyceten, in der die 
Sporen entstehen 

Aspartatprotease Eine Klasse von Proteasen, mit 
zwei Aspartatresten im aktiven Zentrum 

Assembler Eine Maschine, die im Nanomaßstab 
Strukturen herstellen kann, indem sie durch Posi- 
tionierung von Molekülen chemische Reaktionen 
steuert 

ATP-Synthetase Enzym, das mithilfe von Energie 
aus der Atmungskette ATP synthetisiert 

Auflösung Die Schärfe eines Peaks nach der Auf- 
trennung von Molekülen im Rahmen einer Chro- 
matographie 

Aufspaltungsregel Allele eines Gens werden bei der 
Gametenbildung auf verschiedene Gameten ver- 
teilt - und bei der Befruchtung wieder vereint. 

Ausschlusschromatographie Chromatographie- 
Technik, die eine Trennung anhand der Größe 
ermöglicht 

autogene Regulation Selbstregulation; ein DNA- 
bindendes Protein reguliert die Expression seines 
eigenen Gens. 

Autoradiographie Erlaubt ein sichtbares Bild von 
radioaktivem Material zu erstellen, indem es flach 
auf einen Röntgenfilm gelegt wird. 

Avidin Ein Protein aus Hühnereiern, das fest an 
Biotin bindet 

Azidothymidin (AZT) Nucleosidanalogon, das als 
Kettenterminator fungiert. Es wird gegen Aids 
eingesetzt und ist auch als Zidovudin bekannt. 

Bacillus anthracis Bakterium, das Milzbrand (Anth- 
rax) auslöst und leicht Menschen infiziert 

Bacmid Hybrid-Klonierungsvektor, wird aus einem 
Baculovirus und einem Plasmid hergestellt. 

Bacteriocin Toxisches Protein, das von Bakterien 
hergestellt wird, um nahe verwandte Bakterien 
zu töten 

Baculoviren Familie von DNA-Viren, die Insekten 
und verwandte Wirbellose infizieren. Sie werden 
verbreitet als Vektoren benutzt. 

Bakterienrasen Uniformes Bakterienwachstum, das 
die gesamte Oberfläche des Wachstumsmediums 
bedeckt. Einzelne Bakterienkolonien sind nicht 
sichtbar. 

Bakteriophage Virus, das Bakterien infiziert 

Bakteriophagenvektor Bakteriophagengenom, in 
dem nicht-essenzielle Gene durch eine multiple 
Klonierungsstelle ersetzt wurden. In diese kön- 
nen DNA-Fragmente kloniert werden. Der Vektor 


kann in einer Bakterienzelle erhalten werden, da 
er alle nötigen Gene für Replikation, Wachstum 
und Lyse besitzt. 

Barcodesequenz Einzigartige Sequenz mit einer 
Länge von 20 Nucleotiden, die jedem Klon einer 
Bibliothek hinzugefügt wird. Auf diese Weise kön- 
nen die Klone identifiziert werden. 

Base Alkalische chemische Substanz. Speziell in 
der Molekularbiologie sind damit die zyklischen, 
stickstoffhaltigen Verbindungen in der DNA und 
RNA gemeint. 

Basenaustausch Mutation, bei der eine Base durch 
eine andere ersetzt wird 

59-Basen-Element (59-be) (s. attC-Stelle) Eine sich 
wiederholende Sequenz, die einen stark konser- 
vierten Kern aus sieben Nucleotiden enthält und 
eine Genkassette flankiert 

basische Peptide Kurze Reihe basischer Aminosäu- 
ren, die Translokationen durch biologische Mem- 
branen unterstützen. Sie werden von bekannten 
Proteinen abgeleitet oder synthetisiert. 

Basispeak Peak des intensivsten Ions in einer Probe 

Bcl-2 Mitochondriale Proteine, die mithelfen, den 
Eintritt in die Apoptose zu kontrollieren 

Beulenpest Ansteckende bakterielle Erkrankung, die 
von Flöhen verbreitet wird. Kommt hauptsächlich 
bei Nagetieren vor. 

Beuteprotein Fusion zwischen der Aktivierungsdo- 
mane eines Transkriptionsaktivators und einem 
weiteren Protein im Rahmen der Two-Hybrid- 
Analyse 

B-Form Normale Form der DNA-Doppelhelix, ur- 
spriinglich beschrieben von Watson und Crick 

Bioaugmentation Ausbringen spezieller Mikroor- 
ganismen (natürliche und künstlich hergestellte) 
plus ihrer Energiequelle, um eine Umwelt von 
einem Schadstoff zu befreien 

Bioinformatik Computergestiitzte Analyse großer 
Mengen biologischer Sequenzdaten 

Biologische Schutzstufe Es existieren vier Katego- 
rien, um Hochsicherheitslaboratorien zu klassifi- 
zieren. 

Biopanning Methode, um in einer Phagen-Display- 
Bibliothek nach einem bestimmten Protein zu 
screenen, indem es an ein „Köder“-Molekül bin- 
det, das an einen festen Träger gebunden ist 

Bioreaktoren Große Kammern, in denen Organis- 
men wie Bakterien oder Hefe kultiviert werden. 
Ziel ist die Gewinnung biotechnologischer Pro- 
dukte im großen Maßstab. 

Bioremediation Mithilfe von Mikroorganismen, 
Pilzen, Pflanzen oder Enzymen wird die Umwelt 
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gereinigt oder in ihren ursprünglichen Zustand 
zurückversetzt. 

Biosensor Detektions- oder Monitoringelement, das 
sich auf einen biologischen Mechanismus stützt 

biosensorisches System Ein genetischer Schaltkreis, 
der von einem spezifischen Auslösereiz kontrol- 
liert wird 

Biostimulation Ausbringen von chemischen Ver- 
bindungen in die Umwelt, um natürlich vor- 
kommende Mikroorganismen zum Abbau eines 
Schadstoffs anzuregen 

Blastocyste Ein sehr frühes Embryonalstadium 

Blutantigene Glykoproteine und Glykolipide auf der 
Oberfläche von Blutzellen; werden zur Blutgrup- 
penanalyse herangezogen. 

Blutgruppenbestimmung Unterschiede bei den 
Blutantigenen werden genutzt, um die Identität 
zu bestimmen. 

Bohr-Radius Der natürliche Abstand zwischen der 
positiven und negativen Ladung in einem Mate- 
rial 

Botox Botulinustoxin; wird unter anderem in der 
Kosmetik eingesetzt. 

Botulinustoxin Proteintoxin, das von Clostridium 
botulinum produziert wird. Es blockiert die Über- 
tragung von Signalen von den Nerven zu den 
Muskeln. 

Botulinustoxin Typ A Eine spezielle Variante des 
Botulinustoxins, die zu klinischen und kosmeti- 
schen Zwecken eingesetzt wird 

Bovine Spongiforme Encephalopathie (BSE) Of- 
fizielle Bezeichnung des Rinderwahnsinns, einer 
degenerativen Erkrankung des Gehirns bei Rin- 
dern, verursacht von Prionen 

BRCAI-Gen Brustkrebsgen Al, ist an der DNA- 
Reparatur beteiligt. Defekte in diesem Gen prädis- 
ponieren Frauen für Brustkrebs. 

BRCA2-Gen Brustkrebsgen A2, ist an der DNA- 
Reparatur beteiligt. Defekte in diesem Gen prädis- 
ponieren Frauen für Brustkrebs. 

Brechungsindexdetektor Ein Gerät, das Ände- 
rungen in der Geschwindigkeit des Lichts beim 
Durchdringen einer Flüssigkeit (z.B. das Eluat ei- 
ner Säule) misst 

5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) Ein Nucleotidana- 
logon für Thymin, das während der Replikation 
leicht in die DNA eingebaut wird 

Bt-Toxin Toxin, das sich im Bodenbakterium Bacil- 
lus thuringiensis findet. Es tötet einige Raupen, die 
Feldfrüchte zerstören. 

B-Zelle Zelle des Immunsystems, die Antikörper 
produziert 


bZIP-Proteine Familie von Transkriptionsfaktoren 
mit einer Leucin-Zipper-Domäne 

CAD (Caspase-aktivierte DNase) Eine Nuclease, 
die Kern-DNA zwischen den Nucleosomen spal- 
tet; wird im Rahmen der Apoptose von Caspasen 
aktiviert. 

Calmodulin Ein kleines, Ca**-bindendes Protein in 
tierischen Zellen 

CAP (Kataboliten-Aktivatorprotein) Transkrip- 
tions-Enhancer-Protein, das durch Bindung an 
cAMP die Transkription von Operons, die an der 
Zuckermetabolisierung beteiligt sind, aktiviert 

Capsid Schützende Hülle, die die DNA oder RNA 
eines Viruspartikels umgibt 

Cap-Struktur Struktur am 5’-Ende der eukaryoti- 
schen mRNA, bestehend aus einer methylierten 
Guaninbase, angeheftet in entgegengesetzter Ori- 
entierung 

CAR (Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor) Re- 
zeptor auf tierischen Zellen, den Adenoviren und 
Coxsackieviren der Gruppe B gemeinsam haben 

Carboxypeptidase Enzym, das Aminosäuren vom 
C-terminalen Ende eines Proteins abspaltet 

Carboxypeptidase H Spezielle Carboxypeptidase, die 
bei der Prozessierung des Insulins benötigt wird 

Carrier (oder Adjuvans) Stoff, der die Wirkung 
eines Impfstoffs unterstützt 

Caspase Enzym, das den Proteinabbau im Rahmen 
der Apoptose durchführt. Caspasen verdauen an- 
dere Proteine durch Spaltung nach Asparaginsäu- 
reresten. 

Caspase-aktivierte DNase (CAD) Eine Nuclease, 
die Kern-DNA zwischen den Nucleosomen spal- 
tet; wird im Rahmen der Apoptose von Caspasen 
aktiviert. 

Catecholamine Familie von Neurotransmittern, zu 
der Dopamin, Adrenalin (Epinephrin) und No- 
radrenalin (Norepinephrin) gehören 

Catenane Strukturen, in denen zwei oder mehr 
DNA-Ringe miteinander verbunden sind 

CCR5 Ein Protein, das als Rezeptor für den Eintritt 
von HIV in die Wirtszelle fungiert. Seine natürli- 
che Rolle ist die eines Chemokinrezeptors. 

CD4-Protein Protein auf der Oberfläche vieler T- 
Zellen; es dient als Rezeptor für HIV. 

CD-Antigene Zelloberflächenproteine, die sich auf 
Leukocyten finden. Sie werden benutzt, um die 
verschiedenen Typen von Leukocyten zu klassi- 
fizieren. 

Cellulose Polymer aus ß-1,4-glykosidisch verknüpf- 
ten Glucoseeinheiten; kommt in den Zellwänden 
von Pflanzen vor. 
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Centromer Region auf eukaryotischen Chromo- 
somen, an die sich die Mikrotubuli während der 
Mitose und Meiose anheften 

Centromer-(Cen)Sequenz Sequenz an den Centro- 
meren eukaryotischer Chromosomen, die für eine 
korrekte Verteilung der Chromosomen während 
der Zellteilung nötig ist 

Cephalosporine Untergruppe der ß-Lactam-Anti- 
biotika 

CFTR-Protein Protein, das von dem Gen für cystische 
Fibrose codiert wird. Es findet sich in Zellmembra- 
nen, wo es als Kanal für Chloridionen fungiert. 

CG-Inseln Regionen auf der eukaryotischen DNA, 
die viele geclusterte CG-Sequenzen enthalten. Die- 
se dienen als Ziele für die Cytosin-Methylierung. 

Chaperonin Protein, das die korrekte Faltung ande- 
rer Proteine überwacht 

Checkerboard-Hybridisierung Technik zum Mas- 
senscreening von DNA-Proben. Es werden Son- 
den gegen die 16S-rRNA-Gene eingesetzt, die ei- 
ner Vielzahl von Bakterien entsprechen. 

Chemokine Eine Gruppe von ungefähr 50 kleinen 
Botenpeptiden, die die weißen Blutkörperchen 
des Immunsystems aktivieren 

Chemokinrezeptor Zelloberflächenprotein, das für 
die Aufnahme von Chemokinen in tierische Zel- 
len benötigt wird 

Chimären Tiere, in denen verschiedene Zellen gene- 
tisch variieren 

ChIP-Chip Technik zur Identifizierung der Se- 
quenz von Bindungsstellen für Transkriptions- 
faktoren durch genomweite Arrays, nachdem die 
Bindungsstellen mit einem Transkriptionsfaktor 
quervernetzt und durch Immunpräzipitation iso- 
liert wurden 

Chloroplasten-Transit-Peptid Kleines Peptid, das 
an den N-Terminus eines Proteins angefügt wird 
und das Protein vom Ribosom in den Chloroplas- 
ten dirigiert 

Choleratoxin Toxisches Protein, das von Vibrio 
cholerae hergestellt wird und für eine dauerhafte 
Aktivierung der Adenylat-Cyclase in tierischen 
Zellen sorgt 

Cholesterin Sterinderivat, das sich in Menschen und 
Tieren findet. Es hat einen bedeutenden Effekt auf 
die Atherosklerose. 

Chorea Huntington Erblicher Defekt, der die Ner- 
venzellen betrifft; die Folgen sind ein Kontrollver- 
lust über die Gliedmaßen, geistige Störungen und 
Demenz. 

Chromatin Ein Komplex aus DNA und Proteinen, 
aus dem eukaryotische Chromosomen bestehen 


Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) Immun- 
präzipitation von Transkriptionsfaktoren, quer- 
vernetzt mit ihren Bindungsstellen auf der DNA 

Chromatographie Technik, die einen Mix aus Mo- 
lekülen nach ihrer Größe oder chemischen Eigen- 
schaften auftrennt 

Chromatographie-Säule Eine lange Röhre, die die 
stationäre Phase für die Chromatographie enthält 

chromosome walking Methode, um benachbarte Re- 
gionen auf dem Chromosom zu klonieren, indem 
man durch wiederholtes Hybridisieren überlap- 
pende Klone identifiziert 

chronic wasting disease (CWD) 
von Rotwild im Norden der USA 

chronologisches Altern Zeitspanne, die eine Hefe- 
zelle leben kann, ohne sich zu teilen 

Circumsporozoit-Protein Protein auf der Oberflä- 
che des Malaria-Sporozoiten 

Cistron DNA- oder RNA-Segment, das eine einzige 
Polypeptidkette codiert 

CIfA Ein Protein, das sich auf der Oberfläche von 
Staphylococcus aureus befindet. Es ermöglicht den 
Bakterien, sich an das Fibrinogen der Wirtszelle 
zu heften. 

Clostridium botulinum Bakterium, das das Botuli- 
nustoxin produziert 

codierender Strang (siehe auch Nichtmatrizen- 
strang oder Sense-Strang) Dieser DNA-Strang ist 
äquivalent zur mRNA (identisch mit Plusstrang). 

Codon Gruppe von drei RNA- oder DNA-Basen, die 
für eine einzige Aminosäure codieren 

codon bias (s. Codongebrauch) 

Codongebrauch Manche Organismen verwenden 
für Aminosäuren mit mehreren Codons nur eine 
Auswahl der möglichen Codons, andere Organis- 
men wiederum eine andere Gruppe von Codons. 
Dieses Phänomen kann die Expression fremder 
Proteine in der Gentechnologie behindern. 

codon usage (s. Codongebrauch) 

Co-Immunpräzipitation Methode, um Protein-In- 
teraktionen zu identifizieren, indem man Anti- 
körper gegen eines der Proteine verwendet 

Colicin Bacteriocin von Escherichia coli, das nahe 
verwandte Bakterien abtötet 

complementarity determining region (CDR) Kurzes 
Segment, das auf der Oberfläche der variablen Re- 
gion eines Antikörpers Schleifen und so einen Teil 
der Antigenbindungsstelle ausbildet 

c-onc Zelluläre Version eines Onkogens 

Contig Lückenlose lineare Anordnung einer be- 
kannten DNA-Sequenz, bestehend aus kleineren 
klonierten Fragmenten 


Prion-Krankheit 
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Contig-Karte Eine Genomkarte, basierend auf Con- 
tigs 

controlled pore glass (CPG) Glas mit kontrollierter 
Porosität, das als solide Auflage für chemische Re- 
aktionen dient, wie beispielsweise für die künstli- 
che DNA-Synthese 

Coomassie-Blau Ein blauer Farbstoff, der verwen- 
det wird, um Proteine zu färben 

Core-Enzym Teil der DNA- oder RNA-Polymerase, 
der die neue DNA oder RNA synthetisiert, d.h. 
ohne die Erkennungs- und/oder Bindungsunter- 
einheiten 

Corepressor In Prokaryoten - ein kleines Signal- 
molekül, das manche Repressorproteine benöti- 
gen, um an DNA zu binden; in Eukaryoten - ein 
Hilfsprotein, oft eine Histon-Deacetylase, das bei 
der Reprimierung von Genen eine Rolle spielt 

Corezeptor Protein, das zusätzlich zu dem Haupt- 
rezeptor für das Eindringen eines Virus in eine 
Wirtszelle benötigt wird 

Cosmide Kleine Plasmide, die in großer Kopienzahl 
vorkommen und sogenannte cos-Stellen enthalten. 
Sie können etwa 45 kb klonierte DNA aufnehmen. 

cos-Sequenzen Komplementäre 12 bp lange Über- 
hänge; finden sich an jedem Ende der linearen 
Form des Lambda-Genoms. 

Cosuppression Ein anderer Ausdruck für RNA- 
Interferenz 

Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) Re- 
zeptor auf tierischen Zellen, den Adenoviren und 
Coxsackieviren der Gruppe B gemeinsam haben 

C-Peptid Verbindungspeptid der A- und der B-Ket- 
ten des Insulins; es fehlt im endgültigen Hormon. 

Cre Eine Rekombinase des Bakteriophagen P1, die 
die Rekombination an spezifischen Stellen diri- 
giert (loxP-Stellen) 

CREB-Protein (cAMP response element binding pro- 
tein) Protein, das als Reaktion auf cAMP Gene 
in tierischen Zellen reguliert, indem es an CRE- 
Sequenzen in Promotoren bindet 

Cre/loxP Ein System, das das Einfügen oder Entfer- 
nen eines bestimmten Gens wahrend der Entwick- 
lung erlaubt - unter Verwendung der Cre-Rekom- 
binase, die DNA-Sequenzen herausschneidet, die 
von loxP-Erkennungssequenzen flankiert werden 

Cre-Rekombinase Enzym, das von dem Bakterio- 
phagen P1 codiert wird. Es katalysiert die Rekom- 
bination zwischen umgekehrten Sequenzwieder- 
holungen (loxP-Stellen). 

CRE-Sequenz Eine spezifische DNA-Sequenz in hö- 
heren Organismen, die sich vor Genen befindet, 
welche durch cAMP aktiviert werden 


Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) Vererbte oder 
spontane Degeneration des Gehirns bei Men- 
schen, verursacht von Prionen 

Crossing-over Eine Struktur, die sich bildet, wenn 
zwei DNA-Stränge brechen und sich wieder zu- 
sammenfügen 

CRP-Protein (cAMP-Rezeptorprotein) Bakterielles 
Protein, das cAMP bindet und anschließend an 
DNA (s. CAP, Kataboliten- Aktivatorprotein) 

Cry-Protein Kristallines Protein, das in Sporen von 
Bacillus-Bakterien vorkommt. Bei der Zersetzung 
wird Delta-Endotoxin (Bt-Toxin) freigesetzt. 

CTXphi Filamentöser Bakteriophage, der Gene für 
das Choleratoxin trägt und Vibrio cholerae lyso- 
genisiert 

cut and paste-Transposition Art von Transposition, 
bei der das Transposon komplett herausgeschnit- 
ten wird und sich als gesamte Einheit an einen 
anderen Ort bewegt 

Cyclin-abhängige Kinase (CDK) Spezialisierte Pro- 
teinkinase, die durch Cyclin aktiviert wird und 
eine Rolle bei der Zellteilung spielt 

Cycline Proteinfamilie, die den Zellzyklus kontrol- 
liert 

Cysteinproteasen Eine Gruppe von Proteasen mit 
Cystein in ihrem aktiven Zentrum 

cystische Fibrose Erbliche Krankheit, bei der Epi- 
thelzellen der Luftwege absterben und durch fi- 
bröses Narbengewebe ersetzt werden. Sie ist auf 
Defekte des transmembranen Chloridkanals zu- 
rückzuführen. 

Cytochrom c Mitochondriales Protein, das am Elek- 
tronentransport beteiligt ist; tritt während der 
Apoptose aus dem Mitochondrium aus. 

cytogenetische Chromosomenkarte Visuelle Chro- 
mosomenkarte auf Basis eines Bandenmusters, das 
durch Färbung entsteht und unter einem Lichtmi- 
kroskop betrachtet werden kann 

Cytokine Kurze Peptide, die Zellwachstum und Zell- 
teilung stimulieren, insbesondere bei Immunzellen 

cytokine response modifier genes (crm-Gene) Gene 
von Pockenviren, die die Wirkung von NK-Zellen 
und cytotoxischen T-Zellen beeinträchtigen 

Cytosin-Desaminase Enzym, normalerweise aus 
Bakterien, das Cytosin in Uracil umwandelt 

Data-Mining Computeranalysen zur Filterung gro- 
ßer Datenmengen, um nützliche Informationen 
zu erhalten 

Dauerlarve Stadium des Lebenszyklus von C. elegans, 
das durch Nahrungs- und Wassermangel ausgelöst 
wird und von Bewegungslosigkeit und eingestellter 
Nahrungsaufnahme gekennzeichnet ist 
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db-Gen Gen, das für den Rezeptor des Hormons 
Leptin codiert 

death-inducing signaling complex (DISC) Prote- 
inkomplex, der durch Bindung an den Todesre- 
zeptor aktiviert wird; die Proteine initiieren die 
Apoptose. 

Defensin A Anti-bakterielles Peptid, hergestellt von 
Stechmücken 

degenerierte Primer Primer mit unterschiedlichen 
Basen an bestimmten Positionen 

Degradom Sämtliche zu einem bestimmten Zeit- 
punkt und unter genau definierten Bedingungen 
exprimierte Proteasen 

Dehydrogenase Enzym, das Wasserstoffatome von 
Substraten entfernt 

Deletion Mutation, bei der eine oder mehrere Basen 
in der DNA-Sequenz fehlen 

Delta-Endotoxin Toxin, das von dem Cry-Protein 
in den Verdauungstrakt von Raupen freigesetzt 
wird, die Bacillus-Sporen verdauen 

Demethylasen Enzyme, die Methylgruppen entfernen 

de novo-Methylase Enzym, das Methylgruppen an 
unmethylierte Stellen anheftet 

Desoxyribose Zucker mit fünf C-Atomen, der Be- 
standteil der DNA ist 

Desoxyribozyme Künstliche DNA-Moleküle, die als 
Enzyme fungieren 

DHFR-Gen Gen, das für das Enzym Dihydrofolat- 
Reduktase codiert 

Diabetes mellitus Gruppe verwandter Krankheiten, 
die aufgrund eines Defekts in der Insulinproduk- 
tion eine Kontrolle des Blutzuckerspiegels verhin- 
dern 

Diabody Künstliches Antikörper-Konstrukt, das aus 
zwei Einzelketten-Fv-(scFv-)Fragmenten besteht, 
die miteinander verbunden sind 

Dibenzothiophen (DBT) Thiophen verknüpft mit 
zwei Benzolringen; wird als Modellverbindung für 
den in Kohle und Erdöl enthaltenen organischen 
Schwefel angesehen. 

Dicer Enzym, das doppelsträngige RNA in Frag- 
mente schneidet, die aus 21 bis 23 Nucleotiden 
bestehen (siRNA) 

Didesoxynucleotide Nucleotide mit einer Dides- 
oxyribose als Zucker anstelle einer Ribose oder 
Desoxyribose 

Differenzial-Interferenzkontrastmikroskop (s. 
Nomarski-Interferenzkontrastmikroskop) Spezi- 
elle Mikroskopietechnik, die Dichteunterschiede 
in Kontrastunterschiede verwandelt; dies ergibt 
ein plastisches Bild, das wie ein dreidimensionales 
Relief wirkt. 


differenzielle Fluoreszenzinduktion (DFI) Me- 
thode, um aktive Gene in infektidsen Agenzien 
zu identifizieren, die möglicherweise für die Her- 
stellung von Impfstoffen geeignet sind. Es werden 
Bibliotheksklone verwendet, die mit einem fluo- 
reszierenden Farbstoff markiert wurden, um fest- 
zustellen, welche Gene aktiv sind, nachdem das 
Pathogen in die Wirtszelle eingedrungen ist. 

Dihydrofolat-Reduktase Nimmt am Kohlenstoff- 
metabolismus teil und wird für die Synthese von 
Thymin und Adenin benötigt 

Dikotyle (s. Zweikeimblättrige) Pflanzen mit breiten 
Blättern und einer netzförmigen Aderung; besit- 
zen zwei Keimblätter. 

Dimethoxytrityl-(DMT-)gruppe Wird während der 
künstlichen DNA-Synthese verwendet, um die 5’- 
OH-Gruppen der Nucleotide zu blockieren 

Dioxygenase Enzym, das durch den Einbau von zwei 
Sauerstoffatomen in sein Substrat Diole erzeugt 

Diphtherietoxin Toxin, das von dem Bakterium 
Corynebacterium diphtheriae hergestellt wird. Es 
inaktiviert den Elongationsfaktor EF-2 von tieri- 
schen Zellen. 

diploid Es existieren zwei Kopien von jedem Chro- 
mosom und jedem Gen. 

direkter Immunoassay (reverse-phase array) Me- 
thode zur Proteindetektion, bei der die Proteine 
an einen festen Träger gebunden sind. Diese Pro- 
teine werden dann mit einem spezifisch markier- 
ten Antikörper analysiert. 

DISC (death-inducing signaling complex) Protein- 
komplex, der durch Bindung an den Todesrezeptor 
aktiviert wird; die Proteine initiieren die Apoptose. 

DMD-Gen Gen auf dem X-Chromosom. Es codiert 
für Dystrophin und ist bei der Duchenne-Muskel- 
dystrophie fehlerhaft. 

DNA (Desoxyribonucleinsäure) Nucleinsäurepoly- 
mer, aus dem die Gene bestehen 

DNA-Adenin-Methylase (Dam) Bakterielles Enzym, 
das Adenin in der Sequenz GATC methyliert 

DNA-Chip-Technologie Hybridisierungsmethode, 
bei der ein Chip verwendet wird, um simultan 
viele kleine DNA-Fragmente zu detektieren und 
zu identifizieren; auch bekannt als DNA-Array- 
oder Oligonucleotid-Array-Technik. 

DNA-Cytosin-Methylase (Dem) Bakterienenzym, 
das Cytosin in den Sequenzen CCAGG oder 
CCTGG methyliert 

DNA-Fingerprinting Individuelle Identifizierung 
aufgrund von Unterschieden in der DNA-Sequenz, 
visualisiert als Muster von DNA-Fragmenten nach 
elektrophoretischer Auftrennung in einem Gel 
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DNA-Gyrase Enzym, das negative Superspiralisie- 
rungen in die DNA einführt; ein Mitglied der 
Familie der Typ-II-Topoisomerasen 

DNA-Helicase Enzym, das DNA-Doppelhelices ent- 
windet 

DNA-Impfstoff Impfstoff, bestehend aus DNA, die 
für ein bestimmtes Antigen des Krankheitserre- 
gers codiert. Nach dem Eindringen in den Wirt 
wird die DNA exprimiert, und das Immunsystem 
reagiert auf das fremde Protein. 

DNA-Invertase Enzym, das spezifische Sequenzen 
an den beiden Enden eines invertierbaren Seg- 
ments erkennt und die dazwischen liegende DNA 
invertiert 

DNA-Kassette Bewusst erzeugtes DNA-Segment, 
das von geeigneten Restriktions- oder Rekombi- 
nationsstellen flankiert wird 

DNA-Ketten-Terminatoren Nucleotidanaloga wer- 
den in die wachsende DNA-Kette eingebaut und 
verhindern eine weitere Verlängerung der Kette. 

DNA-Ligase Enzym, das DNA-Fragmente an ihren 
Enden kovalent verknüpft 

DNA-Microarray Chip, um simultan eine große 
Zahl von kleinen DNA-Fragmenten durch DNA- 
DNA-Hybridisierung zu detektieren und zu iden- 
tifizieren; auch bekannt als DNA-Array-, Oligo- 
nucleotid-Array-Technik oder DNA-Chip. 

DNA-Polymerase Enzym, das DNA-Stränge verlän- 
gert, insbesondere bei der Chromosomen-Repli- 
kation 

DNA-Polymerase III (Pol III) Enzym, das im Rah- 
men der Replikation bakterieller Chromosomen 
einen großen Teil der DNA herstellt 

DNA-SELEX Methode, bei der katalytisch aktive 
DNA-Sequenzen durch Mutationen modifiziert 
werden, um neue Substrate zu identifizieren 

DNA-Sequenziergerät Gerät, das die mit Fluores- 
zenzfarbstoffen markierte Didesoxy-Sequenzie- 
rungsreaktion nach Fragmentlängen auftrennt und 
das jeweils letzte Nucleotid eines jeden Fragments 
anhand seiner Farbe analysiert. Das Sequenzierge- 
rät gibt das Ergebnis in graphischer Form aus, um 
die DNA-Sequenz ermitteln zu können. 

DNA-Shuffling Methode der künstlichen Evoluti- 
on, bei der Gene in Segmente geschnitten, muta- 
genisiert, gemischt und wieder zusammengesetzt 
werden 

DNA-Synthesizer Maschine, die ein Nucleotid nach 
dem anderen in 3’—5’-Richtung ergänzt, um 
DNA einer bestimmten Länge zu erzeugen 

dominant-negative Mutation Das aufgrund einer 
Mutation entstandene funktionell inaktive Gen- 


produkt inaktiviert ebenfalls das Wildtyp-Gen- 
produkt. Tritt für gewöhnlich bei Proteinen mit 
mehreren Untereinheiten auf. 

Doppelhelix Struktur aus zwei verdrillten DNA- 
Strängen, die einander schraubenartig umlaufen 

Dot-Blot Hybridisierungsmethode, bei der verschie- 
dene DNA-Proben punktförmig auf einem Filter 
fixiert werden. Der Blot kann dann mit einer Gen- 
Sonde inkubiert werden, um passende Sequenzen 
zu finden. 

Down-Syndrom Fehlerhafte Entwicklung, die mit 
einer geistigen Retardierung einhergeht, verur- 
sacht durch eine zusätzliche Kopie von Chromo- 
som 21 

Driver „Normale“ DNA bei der suppressiven Sub- 
traktionshybridisierung, die dazu benutzt wird, 
die häufigen DNA-Fragmente zu entfernen 

dszABC-Operon Gruppe von Genen, die einen Weg 
codieren, um Schwefel von Dibenzothiophen zu 
entfernen 

Duchenne-Muskeldystrophie Eine spezielle Form 
der Muskeldystrophie, degenerative Muskeler- 
krankung 

Duplikation Mutation, bei der ein DNA-Segment 
dupliziert wird 

Durchflusscytometrie Analyse (ohne Sortierung) 
verschiedener Zellen, die einen Fluoreszenz-De- 
tektor passieren. Die Zellen sind mit fluoreszie- 
renden Antikörpern markiert. 

dynamische Mutation Mutation aufgrund von zahl- 
reichen Tandem-repeats, die von Generation zu 
Generation in ihrer Zahl zunehmen 

Dystrophin Protein, das von dem DMD-Gen codiert 
wird, dessen Ausfall Muskeldystrophie auslöst. 
Dystrophin spielt eine Rolle bei der Bindung der 
kontraktilen Filamente an die Membranen von 
Muskelzellen. 

E1A-Protein Frühes Protein von Adenoviren, das 
andere frühe Virusgene aktiviert und an das Rb- 
Protein der Wirtszelle bindet 

E2F Regulatorisches Protein, das die Synthese der 
Cycline E und A kontrolliert 

Ecdyson Steroidhormon von Insekten, das an der 
Häutung beteiligt ist 

Ectromelia-Virus Verwandter des Pockenvirus, das 
Mäuse befällt 

Einschlusskörper Dichte Kristalle aus falsch gefalte- 
ten, funktionslosen Proteinen, die in Wirtszellen 
vorkommen, die ein fremdes Protein exprimieren 

Einzelketten-Fv (scFv) Fv-Fragment eines Antikör- 
pers mit Vy- und V,-Domänen, die durch kurze 
Peptidketten verknüpft sind 
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Einzelketten-Fv-Fragment Technisch hergestellter 
Antikörper mit Vy- und V,-Domänen, die durch 
kurze Peptidketten verknüpft sind 

einzelstrangbindendes Protein Protein, das DNA- 
Einzelstränge getrennt hält 

Elastin Protein, das von dem ELN-Gen codiert wird. 
Elastin ist in den elastischen Geweben von Haut, 
Lunge und Blutgefäßen enthalten. 

Elastin-ähnliche Polypeptide (ELPs) Im Labor her- 
gestellte Proteine, die in ihren Eigenschaften dem 
Elastin gleichen 

elektrochemischer Detektor Gerät, das Oxidations- 
oder Reduktionsreaktionen von Proteinen und 
anderen Molekülen (in der mobilen Phase wäh- 
rend der Chromatographie) detektieren kann 

Elektroporation Technik, die mithilfe eines starken 
elektrischen Feldes Zellen für die Aufnahme von 
DNA kompetent macht 

Elektrosprayionisation (ESI) Massenspektrometrie- 
Verfahren, bei dem Gasphase-Ionen aus Ionen, die 
sich in Lösung befinden, erzeugt werden 

ELISA s. enzyme-linked immunosorbent assay 

Elongation (bezogen auf die Proteinsynthese) Ein 
Prozess, bei dem Aminosäuren an eine wachsende 
Polypeptidkette angeheftet werden 

Elongationsfaktoren Proteine, die für die Elongation 
der wachsenden Polypeptidkette benötigt werden 

eluieren Entfernen gebundener Moleküle von einer 
Chromatographiesäule mithilfe eines Puffers, der 
die Säule durchläuft 

embryonale Stammzellen Stammzellen, die dem 
Blastocystenstadium des Embryos entstammen 

endgültige Differenzierung Finaler Phänotyp einer 
Zelle oder eines Gewebes 

Endopeptidase Protease, die innerhalb der Polypep- 
tidkette spaltet 

Endotoxin Lipopolysaccharid der äußeren Memb- 
ran gramnegativer Bakterien 

Enhancer Regulatorische Sequenz, die sich außer- 
halb (häufig sehr weit entfernt) von der Promo- 
torregion befindet; Transkriptionsfaktoren binden 
daran. 

Enterochelin (oder Enterobactin) Ein Siderophor, 
das von E. coli und zahlreichen Darmbakterien 
benutzt wird 

Enterotoxin Proteintoxin, das von Darmbakterien 
sekretiert wird 

Enteroviren Gruppe kleiner RNA-Viren, die den 
Darm von Tieren infizieren; das Poliovirus gehört 
dazu. 

Entkopplung (bei Mitochondrien) Trennung der 
Aktivität der Atmungskette von der ATP-Produk- 


tion. Die entstehende Energie wird in Form von 
Wärme frei. 

Entkopplungsprotein (UCP) Protein, das die At- 
mungskette in Mitochondrien entkoppelt und 
Wärme freisetzt 

Entomesoderm Mesoderm, das sich vom Entoderm 
einer zweilagigen Keimscheibe ableitet 

Enviropig™ Transgenes Schwein, dessen Mist einen 
deutlich geringeren Phosphorgehalt hat 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Emp- 
findliche Methode, um mithilfe von Antikörpern 
die Menge eines bestimmten Proteins in einer 
Probe zu bestimmen 

epigenetische Veränderungen 1. Erbliche Verän- 
derungen, die nicht auf einer Modifikation der 
DNA-Sequenz beruhen. 2. Änderungen in der 
Genregulation, die nach einer Gewebekultur auf- 
treten und von den Nachkommen der Pflanze 
nicht weitervererbt werden 

Epitope Begrenzte Regionen eines Antigens, an die 
ein Antikörper bindet 

EPSPS Enzym, das essenziell für die Synthese aroma- 
tischer Aminosäuren in Pflanzen und Bakterien ist 

erblich Ein Merkmal, das von den Eltern an die 
Nachkommen weitergegeben wird 

Ereignis Bezeichnet verschiedene Insertionen des 
gleichen Transgens. Das Transgen ist jeweils iden- 
tisch, aber die Orte der Integration unterscheiden 
sich. 

Erhaltungsmethylasen Enzyme, die Methylgruppen 
an die neu synthetisierte DNA an den Stellen an- 
heften, an denen nur ein Strang methyliert ist 

error prone-PCR PCR-Typ, bei dem im Rahmen 
der Amplifikation zufällige Mutationen in die Se- 
quenz eingeführt werden 

erworbene Immunität Art von Immunität, welche 
über einen Zeitraum von mehreren Tagen auf 
spezifische Antigene reagiert. Sie kann zwischen 
„Eigen“ und „nicht-Eigen“ unterscheiden, „erin- 
nert“ sich an Pathogene, die bereits in den Körper 
eingedrungen sind, und löst die Antikörperpro- 
duktion aus. 

erworbenes Immunschwächesyndrom (Aids) Eine 
Krankheit, ausgelöst durch das Retrovirus HIV, 
die langsam das Immunsystem unterminiert, in- 
dem sie die T-Zellen zerstört 

Erythromycin Antibiotikum aus der Makrolid-Fa- 
milie, das die Proteinsynthese inhibiert 

Erythropoetin Ein für die Entwicklung von roten 
Blutkörperchen erforderliches Protein 

Escherichia coli Eine Bakterienspezies, die häufig in 
der Genetik und Molekularbiologie eingesetzt wird 
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essbare Impfstoffe Impfstoffe, die innerhalb von 
essbaren Pflanzenteilen produziert werden. Das 
Verzehren des Impfstoffs würde Resistenz gegen 
die Krankheit verleihen. 

Ethidiumbromid Ein Farbstoff, der an DNA und 
RNA bindet. Er erscheint orange, wenn er mit 
ultraviolettem Licht bestrahlt wird. 

Eugenik Beabsichtigte Verbesserung der menschli- 
chen Rasse (oder anderer Spezies) durch selektive 
Fortpflanzung 

Exon Gensegment, das für ein Protein codiert. Es 
ist auch nach der Prozessierung in der mRNA 
vorhanden. 

Exopeptidase Protease, die entweder am C- oder N- 
Terminus der Polypeptidkette schneidet 

Exotoxin Proteintoxin, sekretiert von Bakterien 

Explantat Gewebe, das einer Pflanze entnommen und 
in ein künstliches Nahrmedium überführt wird, um 
es zum Wachstum anzuregen und zu kultivieren 

expressed sequence tag (EST) Ein spezieller STS- 
Typ, abgeleitet von einer DNA-Region, die durch 
Transkription in mRNA exprimiert wurde 

Expressionsbibliothek Eine Bibliothek, bei der jedes 
klonierte DNA-Stück mithilfe des Vektors in ein 
Protein translatiert wird. Siehe auch Expressions- 
vektor. 

Expressionsvektor Vektor, der entwickelt wurde, um 
die Genexpression zu verstärken. Dies geschieht 
in der Regel durch die Bereitstellung eines star- 
ken Promotors, der die Expression des klonierten 
Gens antreibt. 

Exprimierung (bezogen auf Gene) Umwandlung 
einer DNA-Region in RNA und/oder Protein zur 
Verwendung in einer lebenden Zelle 

ex vivo-Gentherapie Gentherapie, bei der einem Pa- 
tienten Zellen entnommen werden; diese werden 
anschließend modifiziert und ihm wieder einge- 
pflanzt. 

Fab-Fragmente Antigen-bindende Fragmente eines 
Antikörpers 

a-Faktor Kreuzungsfaktor der Hefe, der als Phe- 
romon wirkt und Hefezellen des anderen Kreu- 
zungstyps anzieht 

Faktor für die Eiskeimbildung Protein, das als Kris- 
tallisationskeim für die Eisbildung fungiert 

fakultatives Heterochromatin Heterochromatin, das 
die Fähigkeit besitzt, sich in normales Euchromatin 
umzuwandeln 

30-nm-Faser Helikal angeordnete Kette von Nucle- 
osomen mit ungefähr 30 nm Durchmesser 

Fc-Fragment Stammregion eines Antikörpers; das 
Fragment, das nicht das Antigen bindet 


Fehlpaarungsreparatursystem DNA-Reparatursys- 
tem, das falsch gepaarte Basen erkennt und den 
Teil des DNA-Stranges ausschneidet, der die fal- 
sche Base enthält 

Ferritin Protein zur Eisenspeicherung bei Tieren 

Fierce Mouse Transgene Maus mit erhöhter Aggres- 
sivität 

Filoviren Familie von Minusstrang-ssRNA-Viren 
wie das Ebola- und das Marburg-Virus 

Fimbrien (Singular Fimbrie) Dünne, helikale Pro- 
teinfilamente, die sich auf der Oberfläche von 
Bakterien befinden (identisch mit Pili) 

FLAG-Tag Kleiner Peptid-Tag (Asp-Tyr-Lys-Asp- 
Asp-Asp-Asp-Lys), der von einem spezifischen 
Anti-FLAG-Antikörper gebunden wird und an 
Proteine angeheftet werden kann 

Flippase (identisch mit Flp-Rekombinase oder Flp- 
Protein) Enzym, das von dem 2-um-Plasmid der 
Hefe codiert wird. Es katalysiert die Rekombinati- 
on zwischen invertierten Sequenzwiederholungen 
(FRT). 

Floral-dip-Methode (wird auch in planta-Transfor- 
mation genannt) Methode, bei der ein Transgen, 
befördert von Bakterien der Gattung Agrobacte- 
rium, in Arabidopsis transformiert wird. Hierbei 
wird die Pflanze in eine Suspension mit Agrobac- 
terium getaucht, die eine oberflächenaktive Subs- 
tanz enthält. 

Flp-Protein Enzym, das von dem 2-um-Plasmid der 
Hefe codiert wird. Es katalysiert die Rekombinati- 
on zwischen invertierten Sequenzwiederholungen 
(FRT). 

Flp-Rekombinase (identisch mit Flippase oder Flp- 
Protein) Enzym, das von dem 2-um-Plasmid der 
Hefe codiert wird. Es katalysiert die Rekombinati- 
on zwischen invertierten Sequenzwiederholungen 
(FRT). 

Flugrohr Röhre, in der Ionen, die bei der Massen- 
spektrometrie erzeugt werden, nach Ladung oder 
Größe getrennt werden 

Flugzeitdetektor (TOF) Typ eines Massenspektro- 
meters, das die Flugzeit eines Ions von der Ionen- 
quelle bis zum Detektor misst 

fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) 
Technik zur Sortierung von Zellen (oder Chro- 
mosomen) basierend auf einer Fluoreszenzmar- 
kierung 

Fluoreszenzdetektor Detektor, der Fluoreszenz de- 
tektiert, die von einer mobilen Phase emittiert 
wird (angeregt durch Licht) 

Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) Eine 
fluoreszierende Sonde wird dazu verwendet, um 
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ein DNA- oder RNA-Molekül an seinem natürli- 
chen Ort zu visualisieren. 

Fokl Ein spezielles Typ-II-Restriktionsenzym, mit se- 
paraten Erkennungs- und Endonucleasedomänen 

Folgestrang Der neue DNA-Strang, der während der 
Replikation in Form kleiner Stücke synthetisiert 
und später verknüpft wird 

fragiles-X-Syndrom Mikroskopisch erkennbarer, 
erblicher Defekt, der eine fragile Stelle im langen 
Arm des X-Chromosoms zur Folge hat 

Francisella tularensis Bakterium, das Tularämie ver- 
ursacht 

Freisetzungsfaktor Protein, das ein Stoppcodon 
erkennt und bewirkt, dass die fertige Polypeptid- 
kette sich vom Ribosom lést 

Fremdbestäubung Pollen einer Pflanze wird auf die 
Narbe einer anderen Pflanze aufgebracht, um den 
Austausch der genetischen Information zu steuern. 

FRT Erkennungsstelle für die Flp-Rekombinase 

frühe Gene Gene, die früh während der Virusin- 
fektion exprimiert werden und hauptsächlich für 
Enzyme codieren, die an der DNA- oder RNA- 
Replikation des Virus beteiligt sind 

funktionelle Genomik Untersucht das komplette 
Genom und dessen Expression. 

funktionelle Klonierung Dieser Ansatz geht von 
einem bekannten Protein aus, von dem man an- 
nimmt, dass es an einer genetischen Störung be- 
teiligt ist. 

G,-Phase Ruhephase, in der eukaryotische Zellen 
weder wachsen noch sich teilen 

G,-Phase Erstes Stadium des eukaryotischen Zellzy- 
klus, in dem das Zellwachstum stattfindet 

G,-Phase Drittes Stadium des eukaryotischen Zell- 
zyklus, in dem sich die Zelle auf die Teilung vor- 
bereitet 

G-418 Antibiotikum aus der Gruppe der Amino- 
glykoside, das tierische Zellen abtötet, indem es 
die Proteinsynthese blockiert; auch bekannt als 
Genectin. 

ß-Galactosidase Enzym, das Lactose und verwandte 
Disaccharide in Einfachzucker spaltet 

Gal4-Protein Transkriptionsaktivator der Hefe; be- 
sitzt eine DNA-Bindungsdomäne und eine Akti- 
vierungsdomäne für die Transkription. 

Ganciclovir Nucleosidanalogon; wird von Zellen in 
einen DNA-Kettenterminator umgewandelt. Wird 
gegen Virusinfektionen und in der Krebstherapie 
eingesetzt. 

Gangliosid GM1 Glykolipid, das in eukaryotischen 
Zellmembranen vorkommt. Es wird von dem 
Choleratoxin als Rezeptor genutzt. 


GC-Verhältnis Der Anteil von G und C im Verhält- 
nis zu allen vier Basen in einer DNA-Probe. Das 
GC-Verhältnis wird für gewöhnlich in Prozent 
angegeben. 

Gedächtniszellen B-Zellen, die auf eine mögliche In- 
fektion warten, anstatt Antikörper zu produzieren 

Gelelektrophorese Elektrophorese geladener Mole- 
küle durch das Maschenwerk eines Gels, um sie 
nach ihrer Größe aufzutrennen 

Genbibliothek Kollektion klonierter DNA-Abschnit- 
te, die umfangreich genug ist, um mindestens eine 
Kopie eines jeden Gens eines Organismus zu be- 
inhalten; identisch mit DNA-Bibliothek. 

Genchirurgie Weniger häufiger Name für Gener- 
satztherapie 

Genectin (G-418) Antibiotikum aus der Gruppe 
der Aminoglykoside, das tierische Zellen abtötet, 
indem es die Proteinsynthese blockiert 

GENE impedance (GENEi) Ein anderer Ausdruck, 
um RNA-Interferenz zu beschreiben. Wurde vor- 
geschlagen, um alle verschiedenen Phänomene 
zusammenzufassen, die den Abbau eines spezi- 
ellen RNA-Transkripts induzieren und an denen 
kurze interferierende RNAs beteiligt sind. 

Genersatztherapie Heilung erblicher Defekte durch 
Einführen einer funktionstüchtigen Kopie des de- 
fekten Gens 

„genetische Einheiten“ Bestehen primär aus gene- 
tischer Information. Sie besitzen manchmal eine 
schützende Hülle, haben aber nicht die Fähigkeit, 
Energie zu erzeugen oder Makromoleküle zu re- 
plizieren. 

genetische Marker Orientierungspunkte geneti- 
schen Ursprungs, um Genkarten zu konstruieren, 
wie Gene oder SNPs 

genetische Regulationskreise Kombination aus Ge- 
nen, Promotoren, Enhancern und Repressoren, 
die die Expression eines finalen Genprodukts re- 
guliert 

genetische Veränderungen Veränderungen in Pflan- 
zen nach einer Gewebekultur, die von den Nach- 
kommen weitervererbt werden (auch Veränderun- 
gen in den Chromosomen) 

genetisches Imprinting (genetische Prägung) Wenn 
die Expression eines bestimmten Allels davon ab- 
hängt, ob es ursprünglich von der Mutter oder 
vom Vater kommt (genetisches Imprinting ist eine 
seltene Ausnahme von der Regel der genetischen 
Dominanz) 

Genfamilie Gruppe nahe verwandter Gene, die 
durch wiederholte Duplikationen entstanden sind 
und ähnliche Aufgaben erfüllen 
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Genfusion Struktur, bei der Teile zweier Gene 
zusammengefügt werden, insbesondere wenn die 
regulatorische Region eines Gens mit der codie- 
renden Region eines Reportergens verknüpft ist 

Genkarten Karten von genetischen Markern und/ 
oder Genen, basierend auf Rekombinations-Infor- 
mationen, ohne die exakten Distanzen in Basen- 
paaren anzugeben 

Genkassette Einfaches genetisches Element, das ein 
oder zwei offene Leseraster enthält, flankiert von 
sich wiederholenden Sequenzen (als 59-be oder 
attC bezeichnet); wird in Integrons eingebaut. 

Genom-Browser Computerprogramm mit graphi- 
schen Darstellungsmöglichkeiten, das dem Wis- 
senschaftler erlaubt, das komplette Genom eines 
Organismus zu betrachten, um interessierende 
Regionen oder Gene zu identifizieren 


Genomkarten Graphische Darstellung eines Ge- 
noms 
Gensuperfamilie Gruppe nahe verwandter Gene, 


die durch sukzessive Duplikationen entstanden 
ist. Mitglieder einer Superfamilie haben sich 
manchmal so weit auseinander entwickelt, dass 
ihre gemeinsame Herkunft kaum noch zu erken- 
nen ist. 

Gentest Analyse der DNA-Sequenz, um bei Patien- 
ten mögliche Krankheiten zu identifizieren 

Gentherapie Medizinische Behandlung unter Ver- 
wendung von DNA-Rekombinationstechniken. 
Ursprünglich entwickelt, um erbliche Defekte 
durch das Einbringen funktionstüchtiger Gene zu 
heilen. 

gerichtete Evolution Technik, um die ursprüng- 
liche Aktivität eines Enzyms zu ändern oder zu 
verstärken. Dies geschieht durch zufallsbedingte 
Mutagenese des interessierenden Gens und eine 
nachfolgende Selektion der neuen Funktion. 

gezielte Mutagenese Bewusste Modifizierung der 
DNA-Sequenz eines Gens mithilfe verschiedener 
Techniken 

Ghrelin Peptidhormon, das Hunger signalisiert 

glatte Enden Doppelsträngige DNA, ohne unge- 
paarte, überstehende Einzelstrangenden 

Gleitklammer Untereinheit der DNA-Polymerase, 
die die DNA umschließt und das Core-Enzyme 
auf der DNA hält 

Glucocorticoidhormone Gruppe von Steroidhormo- 
nen bei Säugetieren, die den Wasser- und Ionen- 
haushalt beeinflussen 

Glutathion-S-Transferase (GST) Enzym, das an das 
Tripeptid Glutathion bindet; wird häufig zur Her- 
stellung von Fusionsproteinen verwendet. 


Glykogen Polymer aus a-1,4-glykosidisch verknüpf- 
ten Glucoseeinheiten, das als Speicherpolysaccha- 
rid bei Tieren und Bakterien vorkommt 

Glyphosat Unkrautbekämpfungsmittel, das die Syn- 
these von aromatischen Aminosäuren in Pflanzen 
inhibiert 

gp120 Ein in der äußeren Virushülle von HIV vor- 
kommendes Glykoprotein mit einer Molekülmas- 
se von 120 kDa. Es bindet an CD4 der Wirtszelle, 
was zum Eindringen des Virus führt. 

G-Proteine Klasse GTP-bindender eukaryotischer 
Proteine, die an der Signalübermittlung beteiligt 
sind 

grün fluoreszierendes Protein (GFP) Protein aus 
Quallen, das grünes Licht emittiert und häufig bei 
genetischen Analysen eingesetzt wird 

Gründertier Ursprünglicher Empfänger des Trans- 
gens; hat das Transgen stabil integriert. 

Guanylat-Cyclase Enzym, das cGMP synthetisiert 

Haarnadel Doppelsträngige Struktur, bestehend aus 
gepaarten Basenpaaren. Sie entsteht, wenn sich 
eine einzelsträngige DNA oder RNA zurückfaltet 
und mit sich selbst paart. 

Haarnadelribozyme Kleine katalytische RNA-Mole- 
küle mit vier Helices um zwei interne Schleifen 
Halbleiter Material, das bezüglich seiner elektri- 
schen Leitfähigkeit zwischen einem Leiter und 
einem Isolator liegt. Der elektrische Strom bewegt 
sich in Form von „Löchern“ fort, die von Atom zu 

Atom wandern. 

Hammerkopfribozyme Kleine katalytische RNA- 
Moleküle mit drei Helices um eine Kernschleife 
Hämolysin Proteintoxin, das rote Blutkörperchen 

lysiert 

haploide Sporen Verbreitungseinheit von Pilzen, 
die von allen Genen nur eine Kopie trägt (wird 
gewöhnlich von Organismen verwendet, die über 
zwei oder mehr Gensets verfügen) 

Haploinsuffizienz Situation, bei der ein Defekt in 
einer der beiden Kopien eines diploiden Gens 
deutliche phänotypische Defekte verursacht 

Haushaltsgene Gene, die dauerhaft aktiv sind, da sie 
für lebenswichtige Funktionen benötigt werden 

Hefe-Prionen Hefeproteine, die sich in gewisser Wei- 
se wie Prion-Proteine von Säugetieren verhalten 


„heiß“ Umgangssprachlicher Ausdruck für radio- 
aktiv 
Helfervirus Virus, das wichtige Funktionen für 


defekte Viren, Satellitenviren und Satelliten-RNA 
zur Verfügung stellt 

helper component proteinase (Hc-Pro) Polyvirales 
Protein, das die Anreicherung pflanzlicher siRNAs 
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hemmt, aber keinen Effekt auf die Ausbreitung 
des RNAi-Signals in andere Pflanzenteile hat 
Hemicellulose Gemisch aus Polymeren, das in 
pflanzlichen Zellwänden vorkommt. Es besteht 
aus verschiedenen Zuckern wie Glucose, Manno- 
se, Galactose, Xylose und Arabinose. 
hemimethyliert Nur ein Strang ist methyliert. 
Hepatitisdeltavirus (HDV) Einzelsträngiges RNA- 
Satellitenvirus mit Ribozymaktivität 
Herceptin Handelsname von Trastuzumab, einem 
monoklonalen Antikörper des HER2-Rezeptors von 
metastasierten Brustkrebszellen. Er wird zur thera- 
peutischen Behandlung eingesetzt, um Wachstum 
und Ausbreitung von Krebszellen zu blockieren. 
Herpesviren Familie von Viren, die eine Vielzahl 
von Krankheiten auslösen, manchmal auch Tu- 
moren. Sie beinhalten dsDNA und eine äußere 
Hülle, die das Nucleocapsid umgibt. 
Heterochromatin Stark kondensierte Form des Chro- 
matins, die nicht transkribiert wird, da die RNA- 
Polymerase keinen Zugang hat 
heterolog Abgeleitet von einer anderen Spezies 
Heteroplasmie Die Existenz verschiedener Mito- 
chondrien- oder Chloroplastengenome in einem 
einzigen Individuum 
Hexon Proteinuntereinheit des Viruscapsids mit 
einer sechszähligen Symmetrie, die deshalb von 
sechs benachbarten Untereinheiten umgeben ist 
His6 Reihe von sechs Histidinresten, die an Proteine 
angehängt wird, um die Reinigung durch Bindung 
an Nickelionen (fixiert an einer Säule) zu ermögli- 
chen. Auch bekannt als Polyhistidin-Tag. 
Histon-Acetyltransferase (HAT) Enzym, das Ace- 
tylgruppen an Histone anheftet 
Histon-Deacetylase (HDAC) Enzym, das Acetyl- 
gruppen von Histonen entfernt 
Histone Spezielle positiv geladene Proteine, die an 
DNA binden und helfen, die Struktur der Chro- 
mosomen in Eukaryoten aufrechtzuerhalten 
hitzestabile orale Impfstoffe Impfstoffe, die her- 
gestellt werden, indem ein Krankheitsantigen in 
pflanzlichem Blattgewebe exprimiert wird. Nach- 
dem das Blattgewebe sich entwickelt hat, kann es 
gefriergetrocknet und in Kapseln gefüllt werden, 
sodass eine weitere Kühlung unnötig ist. 
HIV (human immunodeficiency virus) Ein Mitglied 
der Familie der Retroviren, das Aids verursacht 
HLA-Gene Genfamilie, die für Proteine codiert, die 
sich auf der Oberfläche von Zellen befinden und 
an der Zellerkennung beteiligt sind 
Hochleistungsflüssigkeits- oder Hochdruckflüssig- 
keits-Chromatographie (HPLC) Variante der 


Chromatographie, bei der ein Molekülmix (mo- 
bile Phase) über einer stationären Phase unter 
hohem Druck aufgetrennt wird 

homologe Cosuppression Form der RNA-Interfe- 
renz, bei der mehrere Kopien eines Transgens die 
Expression verwandter Wirtsgene reduzieren 

homologe Rekombination Rekombination oder ge- 
netischer Austausch zwischen zwei DNA-Strän- 
gen, die identisch bzw. fast identisch in ihrer 
Sequenz sind 

Homoplasmie Zustand, bei dem die gesamte Popu- 
lation der Mitochondrien innerhalb eines Indivi- 
duums einheitlich ist 

Hormone Moleküle, die innerhalb eines vielzelligen 
Organismus Signale übertragen 

human immunodeficiency virus (HIV) Ein Mitglied 
der Familie der Retroviren, das Aids verursacht 

humane Leukocytenantigene (HLAs) Anderer 
Name für die Proteine des Haupthistokompatibili- 
täts-Komplexes (MHC) beim Menschen; kommen 
auf der Oberfläche der weißen Blutzellen vor. 

humaner Faktor IX Ein Protein, das bei der Blutge- 
rinnung eine Rolle spielt 

humanes Choriongonadotropin (hCG) Hormon, 
das während der Schwangerschaft von der Plazen- 
ta gebildet wird 

humanes Herpesvirus 8 (HHV-8) Virus aus der Fa- 
milie der Herpesviren; verursacht das bei Aidspa- 
tienten häufig vorkommende Kaposi-Sarkom. 

Humanisierung (eines Antikörpers) Ersetzen aller 
Proteinanteile - außer der Antigen-Bindungsre- 
gion - durch humane Proteinanteile (codiert von 
humanen Sequenzen) 

humorale Immunität Wird durch B-Zellen vermit- 
telt, die Antikörper produzieren 

Hybridisierung Paarung von DNA- oder RNA- 
Einzelsträngen aus zwei verschiedenen (aber ver- 
wandten) Quellen zur Bildung eines Doppelhelix- 
hybrids 

Hybridomzelle Eine von Wissenschaftlern herge- 
stellte Zelle, bei der eine Antikörper-produzieren- 
de Zelle (B-Zelle) mit einer Myelomzelle fusio- 
niert wird, um eine immortale Zelle zu schaffen, 
die einen spezifischen monoklonalen Antikörper 
produziert 

Hydrolase Enzym, das Substrate durch Hydrolyse 
abbaut 

ICAM-1 (interzelluläres Adhäsionsmolekül 1) Pro- 
tein auf der Oberfläche tierischer Zellen; dient als 
Rezeptor für zahlreiche Picornaviren. 

IGF-1-Gen Gen, das für den insulin-like growth fac- 
tor 1 codiert 
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Immuncytochemie Technik zur Sichtbarmachung 
spezieller zellulärer Proteine mithilfe von An- 
tikörpern. Wenn ein Antikörper an ein Protein 
bindet, offenbart die Markierung dessen Posi- 
tion. 

Immunglobulin G (IgG) Gruppe von Antikörpern 
mit einer schweren Kette aus der y-Klasse 

Immunglobuline Ein anderer Ausdruck für Anti- 
körper 

Immunhistochemie Technik zur Sichtbarmachung 
spezieller zellulärer Proteine in einem Gewebeab- 
schnitt mithilfe von markierten Antikörpern 

Immunitätsprotein Protein, das Immunität verleiht. 
Spezielle Bacteriocin-Immunitätsproteine binden 
an entsprechende Bacteriocine und machen diese 
unschädlich. 

immunologisches Gedächtnis Erinnerung an ein 
Antigen, welchem das Immunsystem bereits be- 
gegnet ist; wird durch spezialisierte B-Zellen ver- 
mittelt. 

Impfung Künstliche Induktion einer Immunantwort 
durch Injektion fremder Proteine oder anderer 
Antigene 

30S-Initiationskomplex Translations-Initiationskom- 
plex, der lediglich die kleine Untereinheit des bak- 
teriellen Ribosoms enthält 

70S-Initiationskomplex Translations-Initiations- 
komplex, der beide Untereinheiten des bakteriel- 
len Ribosoms enthält 

in planta-Transformation mit Agrobacterium (s. 
Floral-dip-Methode) Methode, bei der ein Trans- 
gen, beférdert von Bakterien der Gattung Ag- 
robacterium, in Arabidopsis transformiert wird. 
Hierbei wird die Pflanze in eine Suspension mit 
Agrobacterium getaucht, die eine oberflächenakti- 
ve Substanz enthält. 

in vivo-induzierte Antigentechnologie (IVIAT) 
Methode zur Identifizierung von Genen, die aktiv 
sind, nachdem ein Erreger in eine Zelle einge- 
drungen ist. Die Technik identifiziert Antikörper 
des Patienten gegen das infektiöse Agens. 

inaZ-Gen Gen, das für das Protein für die Eiskern- 
bildung von Pseudomonas syringae codiert 

Indigo Leuchtend blauer Farbstoff, der auf dem 
Indol-Ringsystem basiert 

Indole Ringsysteme, die Stickstoff enthalten und bei 
Tryptophan und Indigo vorkommen 

Induktoren (Signalmoleküle) Moleküle, die einen 
regulatorischen Effekt ausüben, indem sie an ein 
regulatorisches Protein binden 

induzierbarer Promotor Promotor, der nur unter 
bestimmten Bedingungen funktioniert 


Influenzavirus Mitglied der Orthomyxovirus-Fami- 
lie mit acht separaten ssRNA-Molekülen 

Initiationsfaktoren Proteine, die für die Initiation 
einer neuen Polypeptidkette benötigt werden 

Initiatorregion Sequenz am Startpunkt der Tran- 
skription eines eukaryotischen Gens 

Insertion Mutation, bei der eine oder mehrere Ba- 
sen zusätzlich in die DNA-Sequenz integriert sind 

Insertionsinaktivierung Inaktivierung eines Gens 
durch den Einbau eines fremden DNA-Segments 
inmitten der codierenen Sequenz 

Insulin Kleines Proteinhormon, das in der Bauch- 
speicheldrüse (Pankreas) produziert wird. Es kon- 
trolliert die Zuckerkonzentration im Blut. 

insulin-like growth factor 1 (IGF-1) Peptid, das das 
Wachstum und die Teilung bestimmter tierischer 
Zellen stimuliert 

Insulinrezeptor Protein auf der Oberfläche von Zel- 
len, das als Rezeptor für Insulin fungiert 

Integrase (intI) Enzym, das ein dsDNA-Segment an 
einer spezifischen Erkennungsstelle in ein ande- 
res DNA-Molekül einbaut. So baut beispielsweise 
Lambda-Intergrase Lambda-DNA in das Chro- 
mosom von E. coli ein. 

Integron Genetisches Element, bestehend aus einer 
Integrationsstelle (für eine Genkassette) und ei- 
nem Gen, das für eine Integrase codiert 

Integronanalyse Identifizierung von Genen, die in 
Integrons eingebettet sind, um nützliche Gene aus 
der Umwelt zu ermitteln 

Intein Selbstspleißende, intervenierende Sequenz, 
die in Proteinen vorkommt 

Interferon-y (INF y) Protein, das in tierischen Zellen 
als Reaktion auf intrazelluläre Pathogene induziert 
wird 

Interferone (INF) Proteinfamilie, die in tierischen 
Zellen als Reaktion auf Virusinfektionen oder int- 
razelluläre Pathogene induziert wird 

Interferone « und ß (INF « und INFß) Proteine, die 
bei Virusinfektionen in tierischen Zellen induziert 
werden und eine antivirale Antwort auslösen 

Interleukin 4 (IL-4) Ein Cytokin, das unter anderem 
die Teilung von B-Zellen anregt, die Antikörper 
synthetisieren 

Interleukine Untergruppe der Cytokine, die an der 
Entwicklung von Zellen des Immunsystems betei- 
ligt sind 

internal ribosomal entry sites (IRES-Elemente) Se- 
quenzen, die eine Translation mehrerer codieren- 
der Sequenzen mit derselben Botschaft in euka- 
ryotischen Zellen ermöglichen. IRES-Sequenzen 
kommen bei einigen Tierviren vor. 
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Intron Gensegment, das nicht für ein Protein co- 
diert; es wird aber transkribiert und ist Teil des 
Primärtranskripts. 

Invasin Bakterielles Protein, das tierische Zellen 
dazu bringt, die Bakterien aufzunehmen 

inverse PCR Methode, um unbekannte Sequenzen 
mithilfe der PCR zu amplifizieren, indem man die 
Matrizen-DNA zu einem Ring schließt 

Inversion Mutation, bei der ein DNA-Segment eine 
umgekehrte Orientierung angenommen, aber sei- 
ne Position beibehalten hat 

Invertase (genau genommen DNA-Invertase) En- 
zym, das spezifische Sequenzen an den beiden 
Enden eines invertierbaren Segments erkennt und 
die dazwischen liegende DNA invertiert 

Ionenaustauschchromatographie Chromatogra- 
phie-Technik, die ungeladene von geladenen Mo- 
lekülen trennt. Die stationäre Phase hat eine Net- 
toladung, die geladene Moleküle anzieht, neutrale 
hingegen durchlässt. 

Ionenkanäle im Nanomaßstab Kleine Kanäle im 
Nanomaßstab, die mithilfe biologischer Molekü- 
le geschaffen werden, die Löcher in Membranen 
einfügen. Sie erlauben den Durchtritt von Ionen 
unter kontrollierten Bedingungen. 

IPTG (Isopropylthiogalactosid) Ein künstlicher 
Induktor des lac-Operons 

IRES-Elemente Ein anderer Ausdruck für internal 
ribosomal entry sites 

isoelektrische Fokussierung Technik, um mithilfe 
der Elektrophorese durch einen pH-Gradienten 
Proteine nach ihrer natürlichen Ladung aufzu- 
trennen 

Isoform Eine von verschiedenen alternativen For- 
men eines Proteins, die von dem gleichen Gen 
codiert werden. Sie unterscheiden sich aufgrund 
eines alternativen Spleißens der mRNA oder einer 
alternativen Prozessierung des Vorläuferproteins 

isolatorbindendes Protein (IBP) Protein, das an die 
Isolatorsequenz bindet und sicherstellt, dass der 
Isolator funktioniert 

Isolatoren DNA-Sequenzen, die Promotoren vor 
der Wirkung von Enhancern abschirmen und die 
Ausbreitung des Heterochromatins unterbinden 

JNK (Jun N-terminal kinase) Ein eukaryotisches 
Protein, das eine Phosphatgruppe auf AP-1 über- 
tragt und so die Gentranskription aktiviert 

junk DNA Ein Ausdruck, um fehlerhafte und für die 
Zelle „unnütze“ DNA zu beschreiben. Sie ist inak- 
tiv und kann keine Gene exprimieren. 

Kallus Eine unorganisierte, wuchernde Masse undif- 
ferenzierter Pflanzenzellen 


Kalluskultur Dedifferenzierung von Pflanzengewe- 
be in vitro, um anschließend das undifferenzierte 
Gewebe in einer Petrischale zum Wachstum zu 
bringen 

„kalt“ Umgangssprachlicher Ausdruck für nichtra- 
dioaktiv 

Kandidaten-Klonierung Klonierungsansatz, der 
sich auf eine begründete Vermutung stützt, wel- 
ches Protein an einer bestimmten Erbkrankheit 
beteiligt ist 

Kappa-Partikel Symbiontische Bakterien (Caedibac- 
ter), die innerhalb einer Paramecium-Zelle (Killer) 
wachsen und Toxin produzieren 

Karzinogen Krebsauslösender Faktor 

Katalase Enzym, das Wasserstoffperoxid in Sauer- 
stoff und Wasser umwandelt 

Keimzellen Reproduktive Zellen, die Eizellen oder 
Spermien produzieren und bei der Bildung der 
nächsten Generation mithelfen (bei Eukaryoten) 

Kernhülle Zwei konzentrische Membranen, die den 
Kern eukaryotischer Zellen umhüllen 

Kernpore Pore in der Kernmembran, die es Protei- 
nen, RNA und anderen Molekülen erlaubt, in den 
Kern oder aus ihm heraus zu gelangen 

Kernrezeptoren Eine große Familie von Proteinen, 
die als Transkriptionsfaktoren fungieren; beinhal- 
tet Rezeptoren für viele schlecht wasserlösliche 
Hormone. 

Kerntransplantation Technik, bei der ein Kern von 
einer Zelle in eine andere entkernte Zelle trans- 
plantiert wird 

Kettenabbruchsequenzierung DNA-Sequenzie- 
rungsmethode, die Didesoxynucleotide nutzt, um 
die Synthese von DNA-Strängen zu stoppen. Ist 
identisch mit der Didesoxy-Sequenzierung. 

Kettenterminator Nucleosidanalogon, das in die 
wachsende DNA-Kette eingebaut wird, aber die 
weitere Kettenverlängerung verhindert 

Killer Paramecium, das Kappa-Partikel trägt und 
somit in der Lage ist, empfindliche Paramecien 
zu töten 

Klade Eine Gruppe von Organismen, die einen ge- 
meinsamen evolutionären Vorfahren haben 

Kladistik System zur biologischen Klassifizierung, 
basierend auf quantitativen Analysen physischer 
Merkmale, zur Offenlegung evolutionärer Bezie- 
hungen 

Klammerbeladungs-Komplex Eine Gruppe von Pro- 
teinen, die die Positionierung der Gleitklammer 
der DNA-Polymerase um die DNA ermöglichen 

Klasse-I-Haupthistokompatibilitats-Komplex (Klas- 
se-I-MHC) MHC-Proteine, die aus zwei Ketten 
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unterschiedlicher Länge bestehen und sich auf 
der Oberfläche aller Zellen finden. Ihre Aufgabe 
besteht darin, Proteinfragmente zu präsentieren, 
die im Inneren der Zelle entstehen. 

Klasse-II-Haupthistokompatibilitäts-Komplex (Klas- 
se-II-MHC) MHC-Proteine, die aus zwei Ketten 
gleicher Länge bestehen und sich nur auf der 
Oberfläche bestimmter Immunzellen finden. Ihre 
Aufgabe besteht darin, Proteinfragmente von ver- 
dauten Mikroorganismen zu präsentieren. 

Klonierungsvektor Ein DNA-Molekül, das sich 
selbst innerhalb einer Zelle replizieren kann. Es 
wird genutzt, um klonierte Gene oder DNA-Frag- 
mente zu tragen. Meist ist es ein kleines, in hoher 
Kopienzahl vorkommendes Plasmid oder ein mo- 
difiziertes Virus. 

Klontiere Genetisch identische Tiere, die von der- 
selben Zelllinie stammen 

Knockout-Mäuse Mäuse, die Gene enthalten, die 
über einen gentechnischen Prozess inaktiviert 
wurden, für gewöhnlich durch Insertion einer 
DNA-Kassette, die die codierende Sequenz zer- 
stört 

Knospe Eine neue asexuelle Tochterzelle einer Hefe, 
die durch eine Ausbeulung auf der Oberfläche der 
Mutterzelle entsteht 

Köderprotein (bait) Fusion der DNA-Bindungsdo- 
mane eines Transkriptionsaktivators mit einem 
weiteren Protein; kommt bei der Two-Hybrid- 
Analyse zum Einsatz. 

kohäsives Ende Ende eines doppelsträngigen DNA- 
Moleküls, das einen ungepaarten, einzelsträngi- 
gen Überhang aufweist, entstanden durch einen 
versetzten Schnitt 

kombinatorische Bibliothek Eine große Serie von 
verwandten Molekülen, die systematisch erzeugt 
wurden, indem man chemische Gruppen und/ 
oder molekulare Motive kombinierte 

kombinatorisches Screening Screening einer gro- 
ßen Serie von verwandten Molekülen, um solche 
mit nützlichen Eigenschaften zu finden 

kompetente Zellen Zellen, die DNA aus dem umge- 
benden Medium aufnehmen können 

komplementäre DNA (cDNA) DNA-Kopie eines 
Gens (ohne Introns); besteht ausschließlich aus 
der codierenden Sequenz. Entsteht durch reverse 
Transkription von mRNA. 

a-Komplementation Zusammenbau einer funktio- 
nellen ß-Galactosidase mit dem a-Fragment und 
dem Rest des Proteins 

komplexe Transposons Transposons, die sich durch 
replikative Transposition bewegen 


konditionale Mutation Mutation, bei der die phä- 
notypische Ausprägung von den Umweltbedin- 
gungen abhängt, wie beispielsweise von Tempera- 
tur oder pH-Wert 

Konjugation Prozess, bei dem Gene durch einen 
Zell-zu-Zell-Kontakt zwischen Bakterien übertra- 
gen werden 

konservative Substitution Austausch einer Amino- 
säure gegen eine andere, die ähnliche chemische 
und physikalische Eigenschaften hat 

konservative Transposition Das gleiche wie cut and 
paste-Transposition 

konstante Region Region eines Antikörpers, die 
eine konstante Sequenz besitzt 

konstitutiv Begriff, der Gene beschreibt, die unter 
allen Bedingungen exprimiert werden 

konstitutiver Promotor In allen Geweben dauerhaft 
aktiver Promotor 

konstitutives Heterochromatin Regionen mit mehr 
oder weniger konstantem Heterochromatin. Fin- 
det sich auf beiden Kopien homologer Chromoso- 
men, speziell im Bereich der Centromere. 

Konstrukt Ein Vektor, der aus verschiedenen Genen 
und DNA-Segmenten zusammengesetzt ist 

Kontakthemmung 1Inhibierung der Zellteilung 
durch einen Kontakt zu benachbarten Zellen 

Kopienzahl Anzahl der Kopien eines Gens oder 
Plasmids innerhalb einer einzelnen Wirtszelle 

Krebs Gewebe oder Zellcluster, entstanden durch 
unkontrolliertes Zellwachstum und unkontrollier- 
te Zellteilung. Die Ursache sind somatische Muta- 
tionen, die die Zellteilung beeinflussen. 

künstliche Chromosomen Selbstreplizierende Ele- 
mente, die genutzt werden, um große DNA-Frag- 
mente zu klonieren. Sie besitzen drei Hauptkom- 
ponenten: einen Replikationsursprung, ein Cen- 
tromer und Telomere. 

künstlicher Induktor Molekül (für gewöhnlich 
künstlich hergestellt), das ein Gen induziert, aber 
nicht wie das natürliche Substrat metabolisiert 
wird; das bekannteste Beispiel ist die Induktion 
des lac-Operons durch IPTG. 

Kuru Eine degenerative Erkrankung bei Kannibalen, 
die von Prionen verursacht wird 

kurze Haarnadel-RNA (shRNA) Genetisch herge- 
stellte RNA mit komplementären Sequenzen, die 
durch Faltung doppelsträngig werden. Wird ge- 
nutzt, um die RNA-Interferenz zu aktivieren. 

kurze interferierende RNA (siRNA) Doppelstrangi- 
ge RNA mit einer Lange von 21-22 Nucleotiden, 
die daran beteiligt ist, RNA-Interferenz bei Euka- 
ryoten auszulösen 
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LacI-Repressor Repressorprotein, das das lac-Ope- 
ron kontrolliert 

ß-Lactam-Antibiotika Große Familie von Antibio- 
tika, zu der die Penicilline und Cephalosporine 
gehören 

ß-Lactamase Enzym, das $-Lactam-Antibiotika ab- 
baut 

Lactat-Dehydrogenase (LDH) Enzym, das die 
wechselseitige Umwandlung von Pyruvat und 
Lactat katalysiert 

Lactoferrin Ein Eisen-Transportprotein bei Tieren 

Lactose-Acetylase Produkt des lacA-Gens, das eine 
unbekannte Funktion im Lactose-Metabolismus 
hat 

Lactose-Permease Protein, das von dem lacY-Gen 
codiert wird und Lactose transportiert 

lacZ-Gen Gen, das für die ß-Galactosidase codiert; 
wird häufig als Reportergen benutzt. 

large-offspring syndrome Imprinting-Defekt, der 
eine abnorme Körpergröße zur Folge hat 

Latenz Stadium, in dem das Virus sein Genom 
gleichzeitig mit der Wirtszelle repliziert, ohne Vi- 
ruspartikel zu produzieren oder die Wirtszelle zu 
zerstören; ist das gleiche wie Lysogenie, wird aber 
normalerweise dazu benutzt, um die Situation bei 
Tierviren zu beschreiben. 

LCR (Locuskontrollregion) Regulatorische Sequenz 
bei Eukaryoten; befindet sich vor einem Genclus- 
ter, das sie reguliert. 

Lectin Pflanzliches Protein, das spezifisch Kohlen- 
hydrate bindet 

leichte Ketten Die kürzeren der beiden Kettenpaare, 
die das Antikörpermolekül bilden 

Leitstrang Neuer DNA-Strang, der während der Re- 
plikation kontinuierlich synthetisiert wird 

Leptin Ein Proteinhormon, das den Appetit und die 
Fettverbrennung des Körpers kontrolliert 

Leptinrezeptor Rezeptor für Leptin; wird codiert 
von dem db-Gen. 

Letalfaktor (LF) Toxinprotein, das von dem Milz- 
branderreger produziert wird. Es handelt sich um 
eine Protease, die mehrere Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase-Kinasen (MAPKKs) der Wirtszelle 
spaltet. 

ligieren (in der Biotechnologie) Verknüpfung zweier 
DNA-Fragmente an ihren Enden unter Verwen- 
dung eines Enzyms wie der DNA-Ligase 

Lignin Unlösliches Polymer aus quervernetzten aro- 
matischen Resten; kommt in den Zellwänden von 
Pflanzen vor. 

Linker Kurze, doppelsträngige DNA-Segmente mit 
glatten Enden, die über Erkennungssequenzen für 


Restriktionsenzyme verfügen. Sie werden verwen- 
det, um kohäsive Enden an der DNA zu erzeu- 
gen. 

Lipofektion Nutzung von Liposomen, um DNA 
oder Proteine in Zielzellen zu transportieren 

Liposomen Kugelförmige Vesikel mit einem flüs- 
sigen Kern, der von einer Phospholipiddoppel- 
schicht umschlossen ist. Sie können dazu genutzt 
werden, Oligonucleotide, medizinische Wirkstoffe 
und andere Moleküle durch Zellmembranen zu 
transportieren. 

live cell-Microarray Methode um siRNA-Biblio- 
theksklone zu analysieren. Die DNA ist auf einer 
Glasoberfläche aufgebracht, auf der man dann 
eukaryotische Zellen wachsen lässt. Die siRNAs 
werden von den Zellen aufgenommen, und die 
Zellphänotypen können untersucht werden. 

Loch Entsteht, wenn einem Atom ein Elektron 
fehlt. Wird in Kombination mit Elektronen dazu 
benutzt, um Strom in einem Halbleiter zu er- 
zeugen. 

Locuskontrollregion (LCR) Regulatorische Sequenz 
bei Eukaryoten; befindet sich vor einem Genclus- 
ter, das sie reguliert. 

lokale Mediatoren Moleküle, die Signale zwischen 
benachbarten Zellen übertragen 

long interspersed nuclear elements (LINEs) Lange 
Sequenzen, die in mehrfacher Kopienzahl vorlie- 
gen. Sie machen einen erheblichen Teil der mittel- 
repetitiven DNA von Säugetieren aus. 

long terminal repeats (LTRs) Direkte Sequenzwie- 
derholungen von mehreren Hundert Basenpaa- 
ren Lange. Sie befinden sich an den Enden von 
retroviraler RNA und anderen Retroelementen 
und werden für die Insertion in die Wirts-DNA 
benötigt. 

loxP-Stellen Spezielle Sequenzen, die von der Cre- 
Rekombinase erkannt werden 

luc-Gen Gen, das für die Luciferase bei Eukaryoten 
codiert 

Luciferase Enzym, das mithilfe des Substrats Lucife- 
rin Licht emittiert 

Luciferin Chemisches Substrat, das von der Luci- 
ferase genutzt wird, um Licht zu erzeugen 

Lumi-Phos Ein künstliches Substrat, das von der al- 
kalischen Phosphatase gespalten wird. Es entsteht 
ein instabiles Molekül, das Licht abstrahlt. 

Lungenmilzbrand Form des Milzbrands, bei dem 
die Sporen von Bacillus anthracis über die Lunge 
eindringen; die Todesrate ist hoch. 

lux-Gen Gen, das für die Luciferase von Bakterien 
codiert 
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Lysogenie einer Virusinfektion, bei der das Virus 
weitgehend ruht. Das Virus repliziert sein Genom 
gleichzeitig mit der Wirtszelle, ohne Viruspartikel 
zu produzieren; ist das gleiche wie Latenz, wird 
aber normalerweise dazu benutzt, um die Situati- 
on bei Bakteriophagen zu beschreiben. 

Lysozym Enzym, das sich in vielen Körperflüssigkei- 
ten findet und das Peptidoglykan der Bakterien- 
zellwand abbaut 

lytische Phase Phase, in der das Virus viele Virus- 
partikel produziert und die Zelle zerstört 

M-(Mitose-)Phase Vierte Phase des eukaryotischen 
Zellzyklus, in der sich die Zelle teilt; auch bekannt 
als Mitose. 

Macrolide Klasse von Antikörpern, die aus dem Po- 
lyketidweg stammen 

Magnetosomen Prokaryotische Organellen, die mi- 
neralisierte magnetische Kristalle aus Fe,O, oder 
Fe,S,, umhüllt von einer Proteinschicht, enthalten 

MalE-Protein Carrierprotein für Maltose; befindet 
sich im periplasmatischen Raum bei E. coli. 

Maltose-bindendes Protein (MBP) Protein von E. 
coli, das Maltose während des Transports bindet; 
wird oft zur Herstellung von Fusionsproteinen 
verwendet. 

MAO-A-Gen Gen, das die Monoamin-Oxidase A 
codiert 

Marathon-Maus Transgene Maus, die sehr weit lau- 
fen kann, bevor sie erschöpft ist 

MAR-Proteine Proteine, die die Verbindung zwi- 
schen den Chromosomen und der Kernmatrix 
herstellen 

MAT-Locus Ort auf dem Chromosom der Hefe, der 
den Kreuzungstyp kontrolliert; er kommt in den 
Formen MATa oder MATa vor. 

Matrixanheftungsregion (MAR) Ort auf der eu- 
karyotischen DNA, der Proteine der Kernmatrix 
oder des chromosomalen Gerüsts bindet; das glei- 
che wie SAR-Stellen 

Matrixunterstützte Laserdesorption/lonisation 
(MALDI) Art der Massenspektrometrie, bei der 
Gasphase-Ionen unter Verwendung einer festen 
Matrix und eines Lasers erzeugt werden 

Matrize DNA-Strang, der als „Leitfaden“ für die 
Synthese des neuen Strangs dient (durch komple- 
mentäre Basenpaarung) 

Mediatorkomplex Ein Proteinkomplex, der das Sig- 
nal von Transkriptionsfaktoren an die RNA-Poly- 
merase in eukaryotischen Zellen übermittelt 

Melanocortine Familie von Peptidhormonen, die 
alle auf das gleiche Vorläuferprotein zurückgehen, 
Proopiomelanocortin (POMC) 


Melanocortinrezeptor Rezeptor für eines von meh- 
reren Hormonen der Familie der Melanocortine 

Metabolom Sämtliche kleinen Moleküle und Stoff- 
wechselzwischenstufen einer Zelle oder eines ge- 
samten Organismus 

Metabolom-Fingerprinting Charakterisierung aller 
Metaboliten, die unter bestimmten Bedingungen 
zu einem bestimmten Zeitpunkt vorhanden sind 

Metagenombibliothek Bibliothek aus DNA-Sequen- 
zen, die aus einer Umweltprobe isoliert wurden. 
Beinhaltet die Gensequenzen von vielen verschie- 
denen Organismen und genetischen Elementen. 

Metagenomik Untersuchung aller Genome inner- 
halb einer bestimmten Lebenswelt 

Metalloprotease Protease, die Proteine mithilfe von 
Metallionen als Cofaktoren verdaut 

Metallothionein Ein Metall-bindendes Protein, des- 
sen Synthese nur dann induziert wird, wenn be- 
stimmte Schwermetalle zugegen sind 

Metallothionein-Promotor Promotor des Gens für 
Metallothionein; wird in der Gentechnik einge- 
setzt, weil er sehr stark ist und durch Spuren von 
Zink und andere Metalle induziert werden kann. 

Metastasierung Prozess, bei dem Krebszellen ei- 
nes Primärtumors im Körper umherwandern und 
Metastasen bilden 

Methioninsulfoximin Toxisches Analogon von Me- 
thionin 

Methotrexat Antibiotikum, das das Enzym Dihyd- 
rofolat-Reduktase in tierischen Zellen inhibiert 

methylcytosinbindendes Protein Eukaryotisches 
Protein, das methylierte CG-Regionen erkennt 

Methyl-tert-butylether (MTBE) Benzinadditiv, das 
Benzin oxygeniert und als Antiklopfmittel dient. 
Dieser Zusatz führt zu einer vollständigeren Ver- 
brennung des Kraftstoffs. 

microfluidics Manipulation von flüssigen Proben im 
Mikrometermaßstab 

Mighty Mouse Transgene Maus mit überdurch- 
schnittlicher Muskelentwicklung 

Mikroinjektion Technik, um fremde DNA in den 
Zellkern einer Wirtszelle zu transferieren 

MikroRNAs (miRNAs) Kleine regulatorische RNA- 
Moleküle in eukaryotischen Zellen 

Mikrosatelliten-Polymorphismus Genetischer Mar- 
ker, der aus sehr kurzen Sequenzwiederholungen 
(zwei bis fünf Basenpaare lang) besteht 

Minigen Miniaturgen, das einen Teil eines Proteins 
codiert; wird in der Regel durch künstliche DNA- 
Synthese hergestellt. 

Minisatelliten Ein anderer Ausdruck für VNTRs 
(variable number tandem repeats) 
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Minos Ein Transposon, das ursprünglich bei Insek- 
ten gefunden wurde 

Minusstrang (-) Der nichtcodierende Strang von 
DNA oder RNA 

Missense-Mutation Mutation, bei der durch Än- 
derung eines Codons eine Aminosäure in einem 
Protein durch eine andere ausgetauscht wird 

mitochondrialer Weg (mitochondrial death pa- 
thway) Apoptoseprogramm, das die Aktivierung 
mitochondrialer Proteine beinhaltet, die die Zelle 
töten; wird oft durch interne Faktoren wie DNA- 
Schäden ausgelöst. 

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-Kinasen) 
Familie von Signalproteinen, die einen Teil der 
Phosphorylierungskaskade in tierischen Zellen 
bilden 

mobile DNA DNA-Segment, das sich auf oder zwi- 
schen DNA-Molekülen von Ort zu Ort bewegt 

mobile Phase Flüssigkeit oder Lösung, die einen Mo- 
lekülmix enthält und sich bei der Säulenchromato- 
graphie über eine stationäre Phase hinweg bewegt 

Modifikationsenzyme Enzyme, die dieselbe Se- 
quenz erkennen wie das entsprechende Restrikti- 
onsenzym, aber die DNA methylieren 

modulares Design Mehrere nützliche Domänen 
verschiedener Proteine werden zu einem neuen 
Protein zusammengesetzt. 

molarer Extinktionskoeffizient Ist die Absorption 
einer einmolaren Lösung eines reinen gelösten 
Stoffes bei gegebener Wellenlänge; je höher er ist, 
umso mehr Licht wird absorbiert. 

molekulare Phylogenetik Untersuchung evolutionä- 
rer Beziehungen unter Zuhilfenahme von DNA- 
oder Proteinsequenzen 

molekulares Chaperon Protein, das die korrekte 
Faltung anderer Proteine überwacht 

Molekulargewichtsstandard Mix aus unterschied- 
lich großen DNA- oder Proteinfragmenten be- 
kannter Größe, um die Größe unbekannter DNA- 
oder Proteinfragmente zu bestimmen 

Monoamin-Oxidase (MAO) Enzym, das am Abbau 
von Neurotransmittern der Familie der Catecho- 
lamine beteiligt ist 

monocistronische mRNA mRNA, die die Infor- 
mation eines einzigen Cistrons trägt, das für ein 
einziges Protein codiert 

monoklonaler Antikörper Ein Antikörper mit einer 
einzigartigen Sequenz, der nur ein spezielles An- 
tigen erkennt; wird von einer Zelllinie produziert, 
die auf eine einzige B-Zelle zurückgeht. 

Morpholino-Antisense-Oligonucleotide Syntheti- 
sche Oligonucleotide mit Morpholinringen anstel- 


le von Ribose und Phosphordiamidatbindungen 
zwischen den Nucleotiden 

mRNA (Messenger-RNA) Klasse von RNA-Mo- 
lekülen, die die genetische Information von den 
Genen zum Rest der Zelle transportiert 

multigenisch Interaktion mehrerer Gene 

multi-locus probing (MLP-Methode) Variante des 
DNA-Fingerprinting, bei der eine Sonde verwen- 
det wird, die an mehreren Stellen im Genom 
bindet 

multiple Klonierungsstelle (MCS) (s. Polylinker) 
Ein Stück künstlich synthetisierter DNA, das 
Schnittstellen für sieben oder acht häufig genutzte 
Restriktionsenzyme enthält 

multiple nuclear polyhedrosis virus (MNPV) Ein 
spezielles Baculovirus, das verbreitet als Klonie- 
rungsvektor genutzt wird 

Multiplex-PCR Durchführung mehrerer PCR-Re- 
aktionen mit verschiedenen Primern im gleichen 
Reaktionsgefäß 

murines Leukämievirus (MuLV) Einfaches Retro- 
virus, das häufig zur Konstruktion von Vektoren 
für die Gentherapie verwendet wird 

Muskeldystrophie Verschiedene Krankheiten, die 
einen Schwund des Muskelgewebes hervorrufen 
und vorzeitig zum Tod führen 

Mutagenese mit schnellen Neutronen Mutagene- 
setechnik, bei der Pflanzensamen schnellen Neut- 
ronen ausgesetzt werden, die kleinere Deletionen 
verursachen 

Mutation Änderung in der DNA oder RNA, die die 
genetische Information ausmachen 

Mutations-Hotspots Regionen, in denen Mutatio- 
nen gehäuft auftreten 

Mutationszüchtung Verwendung von Mutagenen, 
um genetische Veränderungen in Pflanzen her- 
vorzurufen und Merkmale zu schaffen oder zu 
verbessern 

Mutatorgen Gen, das Mutationsraten beeinflusst 

Mutterkornpilz Pilz, der auf Getreide wächst, spe- 
ziell auf Roggen. Er produziert ein Gemisch aus 
Toxinen, die ein als Ergotismus bezeichnetes Syn- 
drom hervorrufen. 

Mx-Proteine Antivirale Proteine tierischer Zellen, 
die RNA-Polymerasen von Minusstrang-RNA- 
Viren behindern 

Myc Ein kleines DNA-Segment, das für ein Peptide- 
pitop codiert, das von Antikörpern erkannt wird. 
Der Tag wird genutzt, um uncharakterisierte Pro- 
teine für eine Analyse zu markieren. 

myc-Onkogen Onkogenversion des Gens, das für 
das Myc-Protein codiert 
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Myc-Protein Transkriptionsfaktor, der für das An- 
schalten mehrerer an der Zellteilung beteiligter 
Gene zuständig ist 

Myelomzellen Krebszellen, die sich von B-Zellen 
ableiten und deshalb Immunglobulingene expri- 
mieren 

NAD (Nicotinamidadenindinucleotid) Cofaktor, der 
Reduktionsäquivalente trägt und Dehydrierungs- 
reaktionen katalysiert. NAD ist normalerweise an 
Abbaureaktionen beteiligt. 

NADP (Nicotinamidadenindinucleotidphosphat) 
Cofaktor, der Reduktionsäquivalente trägt und 
Dehydrierungsreaktionen katalysiert. NADP ist 
normalerweise in Biosynthesewegen aktiv. 

nano Bedeutet der milliardste Teil (1/1000000000). 

Nanokabel Kabel mit einem Durchmesser im 
Nanobereich (10° Meter). Sie können metal- 
lisch sein oder aus halbleitenden Materialien 
bestehen und als elektrische Leiter dienen. Sie 
können so konstruiert werden, dass es möglich 
ist, organische Moleküle wie DNA an ihnen zu 
befestigen. 

Nanokapseln Hohle Nanopartikel, die verschiedene 
Moleküle transportieren können 

Nanopartikel Partikel mit einer Größe unter einem 
Mikrometer (100 nm bis 5 nm); sie können in un- 
terschiedlichen Formen konstruiert werden. 

Nanoröhrchen Zylinder aus reinem Kohlenstoff mit 
einem Durchmesser zwischen 1 bis 50 nm. Sie 
haben neue Eigenschaften und kommen für viele 
nützliche Anwendungen infrage. 

Nanoschichten Strukturen, die durch viele Nano- 
röhrchen gebildet werden, die so nebeneinander 
ausgerichtet sind, dass die Achsen ihrer Zylinder 
parallel zueinander stehen. Nanoschichten haben 
die Fähigkeit, Bakterien abzutöten und die Farbe 
zu verändern. 

Nanostäbchen Nanopartikel mit einer zylindrischen 
Form. Nur der Durchmesser muss sich im Nano- 
mafstab bewegen. 

Naphthalin-Oxygenase Enzym, das den ersten 
Schritt beim Abbau von Naphthalin katalysiert, 
indem es Sauerstoff in den aromatischen Ring 
einbaut 

Natriumbisulfit Chemikalie, die Cytosin zu Uracil 
desaminiert 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Detergens; wird hau- 
fig benutzt, um Proteine vor einer Auftrennung 
durch Elektrophorese zu denaturieren. 

negative Regulation Art der Regulation, bei der 
ein Repressor ein Gen so lange ausschaltet, bis er 
entfernt wird 


negativer Strang (-) 
von DNA oder RNA 

Nekrose Zelltod, der durch Anschwellen und Ruptur 
der Zelle gekennzeichnet ist; löst eine Immunre- 
aktion aus. 

Neomycin-Phosphotransferase Enzym, das eine 
Resistenz gegen Antibiotika wie Neomycin und 
Kanamycin verleiht 

Nervenwachstumsfaktor Neurotropher Faktor, der 
benötigt wird, um Neuronen am Leben zu erhalten 

neuritische Plaques Aggregate degenerierter Neu- 
ronen im Gehirn von Patienten der Alzheimer- 
Krankheit 

Neurofibrillenbiindel Intrazelluläre Proteinklum- 
pen in Neuronen von Patienten, die an der Alzhei- 
mer-Krankheit leiden 

Neuron Nervenzelle 

Neuropeptid Y (NPY) Peptid im Gehirn, das den 
Appetit anregt und Tiere fetter macht 

Neurotoxin Toxin, das Nervenzellen angreift 

Neurotransmitter Molekiile, die innerhalb des Ner- 
vensystems tiber Synapsen Signale zwischen Zel- 
len tibertragen 

neurotropher Faktor Lösliches Molekül, das Neu- 
ronen und andere Zellen zum Weiterleben stimu- 
liert 

N-Formylmethionin (fMet) Methioninderivat, das 
als erste Aminosäure bei der Proteinsynthese der 
Bakterien verwendet wird 

nichtcodierend (oder antisense) Der DNA-Strang, 
der komplementär zur mRNA ist 

Nichtmatrizenstrang Dieser DNA-Strang ist in sei- 
ner Sequenz äquivalent zur der mRNA (identisch 
mit Plusstrang). 

Nichtnucleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhi- 
bitor (NNRTI) Antivirales Mittel, das die Rever- 
se Transkriptase von Viren wie HIV inhibiert. Es 
handelt sich hierbei nicht um ein Nucleosidana- 
logon. 

3-nichttranslatierte Region (3-UTR) Sequenz 
am 3’-Ende der mRNA, stromabwarts des letzten 
Stoppcodons. Sie wird nicht in Protein transla- 
tiert. 

5’-nichttranslatierte Region (5’-UTR) Region einer 
mRNA zwischen dem 5’-Ende und dem Transla- 
tions-Startpunkt 

Nicht-Zielorganismen Sämtliche Organismen, die 
unabsichtlich einem speziellen Insektizid, Her- 
bizid oder einer transgenen Pflanze ausgesetzt 
werden 

nick Ein Bruch im Rückgrat eines DNA- oder RNA- 
Moleküls (ohne Basenverlust) 


Der nichtcodierende Strang 
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Nicotin Alkaloid im Tabak, das das Level an UCP1 
im braunen Fettgewebe erhöht und den Fettstoff- 
wechsel fördert 

Nitrocellulose Eine baumwollartige Substanz; wird 
beim Western Blotting dazu benutzt, Proteine zu 
binden. 

Nomarski-Interferenzkontrastmikroskop (s. Dif- 
ferenzial-Interferenzkontrastmikroskop) Spezielle 
Mikroskopietechnik, die Dichteunterschiede in 
Kontrastunterschiede verwandelt; dies ergibt ein 
plastisches Bild, das wie ein dreidimensionales 
Relief wirkt. 

Nonsense-Mutation Mutation infolge einer Ände- 
rung eines Codons für eine Aminosäure in ein 
Stoppcodon 

Noradrenalin Neurotransmitter aus der Familie 
der Catecholamine (auch bekannt als Norepine- 
phrin) 

Norepinephrin Neurotransmitter aus der Familie 
der Catecholamine (auch bekannt als Noradre- 
nalin) 

Northern-Blot Hybridisierungstechnik, bei der eine 
DNA-Sonde an ein RNA-Zielmolekül bindet 

nosokomiale Infektionen Infektionen, die sich sta- 
tionär behandelte Patienten im Krankenhaus zu- 
ziehen 

NO-Synthetase Enzym, das Stickstoffmonoxid syn- 
thetisiert 

npt Gen, das für die Neomycin-Phosphotransferase 
codiert 

Nucleocapsid Innere Struktur eines bestimmten 
Virus; besteht aus RNA oder DNA, umgeben von 
Protein. 

Nucleosidanalogon Molekül, das ein Nucleosid gut 
genug nachahmt, um mithilfe synthetischer En- 
zyme in eine wachsende DNA-Kette eingebaut zu 
werden 

Nucleosom Teil des eukaryotischen Chromosoms; 
besteht aus DNA, welche um Histonproteine ge- 
wunden ist. 

Nucleotid Untereinheit der Nucleinsäuren; besteht 
aus einem Pentosezucker, einer Base und einer 
Phosphatgruppe. 

nullizygot Wenn beide Kopien eines Gens komplett 
inaktiviert sind 

ob-Gen (obese-Gen) Gen, das für das Proteinhor- 
mon Leptin codiert 

Ödemfaktor (EF) Toxinprotein des Milzbranderre- 
gers; fungiert als Adenylat-Cyclase. 

offenes Leseraster (ORF) Basensequenz (entweder 
DNA oder RNA), die - zumindest theoretisch - in 
Protein translatiert werden kann 


Okazaki-Fragmente Kurze DNA-Stücke aus denen 
der Folgestrang hergestellt wird 

Oligonucleotide Moleküle, die aus 25 oder weniger 
Nucleotiden bestehen. Sie werden als Primer bei 
in vitro-DNA-Replikation, Sequenzierung oder 
PCR-Reaktionen eingesetzt. 

Onkogen Mutiertes Gen, das Krebs fördert 

onkogenes Virus Virus, das Krebs auslöst 

onkolytische Viren Krebszerstörende Viren 

Oocyte Weibliche Eizelle 

Operator DNA-Bereich, an den ein Repressorpro- 
tein bindet 

Operon Cluster prokaryotischer Gene, die gemein- 
sam transkribiert werden, um eine einzige mRNA 
zu bilden (d.h. eine polycistronische mRNA) 

opportunistische Infektion Infektion, die bei Pa- 
tienten mit einem defekten Immunsystem vor- 
kommt, verursacht von normalerweise harmlosen 
Mikroorganismen 

orale Impfstoffe Impfstoffe, die als Tabletten, Kap- 
seln oder in flüssiger Form über den Mund aufge- 
nommen werden 

oriC Replikationsursprung bei E. coli 

Orthomyxoviren Familie von einzelsträngigen Mi- 
nusstrang-RNA-Viren, zu denen das Influenzavi- 
rus gehört 

overlap-PCR PCR-Technik, die sich überlappen- 
der Primer bedient, um kurze Regionen zweier 
verschiedener Gensegmente (aus verschiedenen 
Quellen) zusammenzufügen 

Oxygenase Enzym, das ein oder mehrere Sauerstoff- 
atome in ein Substrat einfügt 

p21-Protein Ein Protein, das die Zellteilung blo- 
ckiert, indem es an Cycline bindet und diese de- 
aktiviert 

p53-Gen Ein berüchtigtes Antionkogen, das in 
Krebszellen oft mutiert ist 

p53-Protein (auch als TP53 bekannt) Ein DNA- 
bindendes Protein, das von dem p53-Gen codiert 
wird und die Zellteilung stoppt. Zellen mit Muta- 
tionen im p53-Gen teilen sich weiter und replizie- 
ren sich länger als normal. 

Papillomviren Familie kleiner DNA-Viren, die 
manchmal Krebs auslösen 

Pathogenitätsinsel Region auf dem bakteriellen 
Chromosom, die von gegenläufigen Sequenzwie- 
derholungen flankiert ist; sie trägt viele Gene, 
die an der Virulenz und Pathogenität beteiligt 
sind. 

P-Element Transposon von Drosophila und anderen 
Insekten 

Penicilline Unterfamilie der ß-Lactam-Antibiotika 
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Penicillium notatum Der Schimmelpilz, der Penicil- 
lin produziert 

Penton Proteinuntereinheit des Viruscapsids mit 
einer Fünffach-Symmetrie. An jedem Eckpunkt 
treffen jeweils fünf benachbarte Untereinheiten 
aufeinander. 

Pentose Zucker aus fünf Kohlenstoffatomen wie Ri- 
bose oder Desoxyribose 

Peptidase Das gleiche wie Proteinase; Enzym, das 
Polypeptide hydrolysiert 

Peptidimpfstoffe Impfstoffe, die ein kurzes Epitop 
oder Peptid gebunden an ein Carrierprotein tra- 
gen. Das Immunsystem produziert Antikörper ge- 
gen das Peptid und erwirbt Immunität gegen den 
Krankheitserreger. 

Peptidnucleinsäure (PNA) Künstliches Nucleinsäu- 
reanalogon mit einem Polypeptidrückgrat 

Peptidyltransferase Enzymaktivität auf dem Ribo- 
som, die Peptidbindungen knüpft; eigentlich die 
23S-rRNA (Bakterien) oder 28S-rRNA (Eukary- 
oten) 

PEST-Sequenz Region, die aus zehn bis 60 Amino- 
säuren besteht, reich an Prolin (P), Glutamat (E), 
Serin (S) und Threonin (T) ist und von Proteasen 
erkannt wird 

Phage Kurzform für Bakteriophage, ein Virus, das 
Bakterien infiziert 

Phagen-Display Fusion eines Proteins oder Peptids 
mit dem Hüllprotein eines Bakteriophagen, dessen 
Genom ebenfalls das klonierte Gen enthält, das 
für das Protein codiert. Das Protein wird auf der 
Außenseite des Viruspartikels präsentiert und das 
korrespondierende Gen nach innen transportiert. 

Phänotypkatalog Eine Aufstellung von Proteinen, 
die nach Zerstörung ihrer Funktion den gleichen 
Phänotyp verursachen 

Phänotypsignatur Eine Zusammenstellung physi- 
scher Charakteristika, die zusammen eine spe- 
zielle Zellfunktion klassifizieren wie Adhärenz, 
Beweglichkeit oder Zellteilung 

Pharmakogenetik Untersucht die genetisch be- 
dingten unterschiedlichen Reaktionen (sowie Un- 
terschiede im Metabolismus) von Menschen auf 
Arzneimittel. 

Pharmakogenomik Erforschung der Gene, die im 
Zusammenhang mit dem Arzneimittel-Metabolis- 
mus und der Reaktion auf Arzneimittel stehen 

Phasenvariation Reversible Inversion eines DNA- 
Segments, die zu einer unterschiedlichen Genex- 
pression fiihrt 

Phenol Organisch-chemisches Molekiil mit der For- 
mel C,H,OH; besteht aus einer Hydroxylgruppe, 


die mit einem Phenylring verkniipft ist. Es wird 
benutzt, um Proteine durch Abscheidung von Nu- 
cleinsäuren zu trennen. 

Phenylalanin-Hydrolase Enzym, das die Amino- 
säure Phenylalanin in Tyrosin umwandelt 

Phenylboronat Harz, das ß-Lactamasen bindet 

Phenylketonurie Erblicher Defekt, der ein Fehlen 
des Enzyms Phenylalanin-Hydroxylase verur- 
sacht und zu einer Anreicherung von Phenylala- 
nin führt 

Pheromon Molekül, das Signale zwischen Organis- 
men überträgt 

phoA-Gen Gen, das für die Alkalische Phosphatase 
codiert; wird oft als Reportergen eingesetzt. 

Phosphatgruppe Gruppe von vier Sauerstoffatomen, 
die um ein zentrales Phosphoratom gruppiert 
sind; Bestandteil des DNA- und RNA-Rückgrats 

Phosphodiesterase 5 (PDE-5) Eine spezielle zykli- 
sche Phosphodiesterase in tierischen Zellen, die 
cGMP abbaut 

Phosphodiesterbindung Die Bindung zwischen Nu- 
cleotiden in einer Nucleinsäure besteht aus einer 
zentralen Phosphatgruppe, die beidseitig mit den 
Hydroxylgruppen der Zucker verestert ist. 

Phospholipase Enzym, das Phospholipide abbaut 

Phosphordiamidat Ungeladene Version einer Phos- 
phodiesterbindung, die Nucleotide verbindet; ei- 
nes der Sauerstoffatome ist durch eine Amidat- 
Gruppe ersetzt. 

Phosphorelay Begriff, der den Transfer eines Phos- 
phats von einer Position zur nächsten beschreibt, 
um sukzessive verschiedene Proteine zu aktivie- 
ren 

Phosphorthioat Eine Phosphatgruppe, bei der eines 
der vier Sauerstoffatome, die das zentrale Phos- 
phat umgeben, durch Schwefel ersetzt ist 

Phosphorthioat-Oligonucleotid Synthetisches 
Oligonucleotid, bei dem eines der vier Sauerstoff- 
atome der Phosphodiesterbindung zwischen den 
Nucleotiden durch Schwefel ersetzt ist 

Phosphotransferasesystem System, das in vielen 
Bakterien vorkommt und Zucker transportiert so- 
wie den Stoffwechsel reguliert. Es arbeitet, indem 
es Phosphatgruppen überträgt. 

Photodetektor Empfindliches Instrument, das op- 
tische Signale detektiert und diese in elektrische 
Signale konvertiert 

Photolithographie Methode, um Oligonucleotide 
direkt auf einem DNA-Chip zu synthetisieren, 
wobei Licht durch eine Maske geleitet wird, um 
selektiv bestimmte Regionen zu aktivieren und 
andere zu blockieren 
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Photolyase Enzym, das als Reaktion auf blaues Licht 
die Reparatur von Thymindimeren katalysiert 
phylogenetischer Baum Diagramm, das die evo- 
lutionären Beziehungen zwischen verschiedenen 

Organismen darstellt 

physikalische Karten Karten, die die Distanz zwi- 
schen zwei Merkmalen in Basenpaaren angeben 

Picornaviren Virusfamilie, zu der die Enteroviren 
(z.B. das Poliovirus) und die Rhinoviren (die den 
grippalen Infekt hervorrufen) gehören 

piezoelektrische Keramik Material, das seine Form 
als Reaktion auf eine angelegte Spannung verän- 
dert 

piggyBac ‘Transposon, das man ursprünglich in In- 
sekten gefunden hat 

Pilin Protein, das den Hauptteil des Pilus ausmacht 

Pilus (Plural Pili) Dünne, helikale Proteinfilamente, 
die sich auf der Oberfläche von Bakterien befin- 
den (identisch mit Fimbrie) 

Plaques (bei Viren) Eine klare Zone, wo eine Schicht 
von Kulturzellen bzw. ein Bakterienrasen durch 
Virusbefall zerstört wurde 

2-um-Plasmid Kleines Plasmid, das in vielen Ko- 
pien in Saccharomyces cerevisiae vorkommt. Es 
wird in verschiedenen Varianten häufig als Vektor 
eingesetzt. 

Plasmide Selbstreplizierende genetische Elemente, 
die in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen 
manchmal vorkommen. Sie sind keine Chromo- 
somen und kein Bestandteil des dauerhaften Ge- 
noms. Die meisten Plasmide sind zirkuläre dop- 
pelsträngige DNA-Moleküle, obwohl auch selten 
lineare oder RNA-Plasmide vorkommen. 

Plasmidinkompatibilitét Die Unfähigkeit zweier 
Plasmide der gleichen Familie, in derselben Wirts- 
zelle zu coexistieren 

Plasmodium falciparum Protozoischer Parasit, der 
die maligne Form der Malaria verursacht 

Plusstrang (+) Der codierende Strang von DNA 
oder RNA 

Pockenviren Familie von großen Tierviren mit 
dsDNA und ungefähr 150 bis 200 Genen 

poison sequence Basensequenz, die oft in Virusge- 
nomen vorkommt; bleibt in den Plasmiden der 
bakteriellen Wirte nicht stabil erhalten oder wird 
nicht stabil repliziert. 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) Tech- 
nik, um Proteine durch Elektrophorese in einem 
Polyacrylamidgel zu trennen 

Polyadenylierungskomplex Proteinkomplex, der 
den Poly(A)-Schwanz an die eukaryotische mRNA 
anhängt 


Poly(A)-Schwanz Eine Reihe von Adenosinresten, 
die sich am 3’-Ende der mRNA befinden 

polycistronische mRNA mRNA, die mehrere co- 
dierende Sequenzen trägt (Cistrons), die - wenn 
sie translatiert werden - verschiedene Protein- 
moleküle ergeben; kommt nur in prokaryotischen 
(bakteriellen) Zellen vor. 

Polyeder (in Bezug auf Viren) Pakete aus Viruspar- 
tikeln, die in eine Proteinmatrix eingebettet sind, 
die von Baculoviren gebildet wird 

Polyglutaminbereich Eine Reihe von Glutaminein- 
heiten in einem Protein 

Polyhedrin Protein, das die polyedrische Struktur 
von Baculoviren enthält 

Polyhistidin-Tag (His6-Tag) Sechs aufeinanderfol- 
gende Histidinreste, die mit Proteinen fusioniert 
sind. Eine Proteinreinigung ist durch Bindung an 
Nickelionen möglich, die an eine Säule gebunden 
sind. 

Polyhydroxyalkanoat (PHA) Eine Art von Kunst- 
stoff, der von bestimmten Bakterien aus Hydroxy- 
säureuntereinheiten hergestellt wird 

Polyhydroxybutyrat (PHB) Kunststoff, der von 
bestimmten Bakterien aus Hydroxybutyratunter- 
einheiten hergestellt wird 

Polyketide Klasse natürlicher, linearer Polymere, 
deren Rückgrat sich aus wiederholenden Unter- 
einheiten zusammensetzt, die aus zwei Kohlen- 
stoffatomen bestehen; bei der Synthese trägt jedes 
zweite Kohlenstoffatom eine Ketogruppe. 

polyklonaler Antikörper Natürlicher Antikörper, 
der eigentlich aus einem Gemisch verschiedener 
Antikörperproteine besteht, die alle das gleiche 
Antigen binden 

Polylinker (s. multiple Klonierungsstelle, MCS) 
Ein Stiick kiinstlich synthetisierter DNA, die 
Schnittstellen für sieben oder acht häufig genutzte 
Restriktionsenzyme enthält 

Polymerasekettenreaktion (PCR) Amplifizierung 
von DNA-Sequenzen durch wiederholte Zyklen 
von Strangtrennung und Replikation 

polyploid Mehrere Chromosomensets pro Zelle 

Polysom Gruppe von Ribosomen, die an dieselbe 
mRNA binden und diese translatieren 

polytäne Chromosomen Gigantische Chromoso- 
men, die in Zellen vorkommen, die ihre DNA 
replizieren, sich aber nicht teilen. Sind in Spei- 
cheldrüsenzellen von Drosophila zu finden. 

polyvalenter Inhibitor Inhibitor, der aus verschiede- 
nen verknüpften Inhibitormolekülen besteht und 
mehrere Zielproteine bindet, was zu einer enorm 
erhöhten Bindungsaffinität insgesamt führt 
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Positionseffekt-Variation Der Effekt der chromoso- 
malen Position auf die Expression eines bestimm- 
ten Gens. Gene, die innerhalb von Heterochroma- 
tin liegen, werden beispielsweise nicht exprimiert; 
befinden sie sich jedoch im Euchromatin, werden 
sie exprimiert. 

Positionsklonierung Ein Ansatz, bei dem die Posi- 
tion eines Gens bestimmt wird, indem man mit- 
hilfe einer genetischen Methode eine Kartierung 
durchführt; wird benutzt, wenn die Natur des 
Genprodukts unbekannt ist. 

positive Regulation Kontrolle durch einen Aktiva- 
tor, der durch Bindung die Genexpression fördert 

positiver Strang (+) Der codierende Strang von 
RNA oder DNA 

posttranskriptionelles Gen-Silencing 
Pflanzliche Variante der RNA-Interferenz 

Prader-Willi-Syndrom Erblicher Defekt, der durch 
einen Funktionsverlust von Genen auf der väter- 
lichen Kopie des Chromosoms 15 verursacht wird, 
die der genetischen Prägung unterliegen 

Prä-MikroRNAs Lange Vorläufermoleküle, die in 
MikroRNAs umgewandelt werden 

Prä-Proinsulin Insulin direkt nach seiner Synthese, 
das zunächst sowohl eine Signalsequenz als auch 
das verbindende C-Peptid besitzt 

Präseniline Transmembranproteine des Golgi-Appa- 
rats und des endoplasmatischen Reticulums; ste- 
hen mit der Alzheimer-Krankheit in Verbindung. 

pRB (Retinoblastomprotein) Protein, das mit einer 
Krebsform der Retina des Auges assoziiert ist; in- 
volviert in die zelluläre Seneszenz. 

PriA Protein des Primosoms, das der Primase hilft, 
zu binden 

primärer Antikörper Erster Antikörper, der das 
interessierende Protein erkennt; wird in Western 
Blots dazu verwendet, um ein Protein zu identi- 
fizieren. 

Primärtranskript RNA-Molekül, das nach Tran- 
skription der DNA-Matrize entsteht, vor jeglicher 
Prozessierung oder Modifikation 

Primase Enzym, das den Beginn der Synthese eines 
neuen DNA-Stranges ermöglicht, indem es einen 
RNA-Primer herstellt 

Prion-Protein (PrP) Protein des Gehirns, das mög- 
licherweise in zwei Formen vorkommt; eine davon 
ist pathogen und ist eventuell die Ursache für die 
Transmissible Spongiforme Encephalopathie. 

Prnp-Gen Gen, das für das Prion-Protein codiert 

Prodrug Eine harmlose Verbindung, die von einem 
spezifischen Enzym in einen aktiven Wirkstoff 
umgewandelt werden kann 


(PTGS) 


programmierter Zelltod Genetisches Programm, 
das geschädigte Zellen oder solche, die nicht mehr 
benötigt werden, eliminiert, ohne das Immunsys- 
tem zu aktivieren 

Proinsulin Vorläufer des Insulins, der A- und B- 
Ketten sowie das verbindende Peptid enthält 

Promotor Vor dem Gen gelegene DNA-Region, die 
die RNA-Polymerase bindet und so die Genex- 
pression erméglicht 

Pronuclei Die elterlichen männlichen und weibli- 
chen Zellkerne in einer befruchteten Eizelle (di- 
rekt vor der Verschmelzung) 

Prophage Bakteriophagengenom, das in die DNA 
der bakteriellen Wirtszelle integriert wurde 

Protease Das gleiche wie Proteinase; ein Enzym, das 
Polypeptide durch Hydrolyse abbaut 

Proteaseinhibitor Inhibitor von Protease-Enzymen, 
beispielsweise ein antiviraler Wirkstoff, der gegen 
die Protease von HIV gerichtet ist 

Protein A Ein Antikörper-bindendes Protein von 
Staphylococcus, das oft zur Herstellung von Fusi- 
onsproteinen genutzt wird 

protein misfolding cyclic amplification (PMCA-Tech- 
nik) Methode, die Prionen mit abnormer Konfor- 
mation analog zur PCR-Technik amplifiziert 

Protein Polymer, das aus Aminosäuren besteht; setzt 
sich möglicherweise aus mehreren Polypeptidket- 
ten zusammen. 

Proteinase Das gleiche wie Protease; ein Enzym, das 
Polypeptide durch Hydrolyse abbaut 

Protein-Engineering Veränderung der Sequenz ei- 
nes Proteins, indem man die DNA - die für das 
Protein codiert - modifiziert 

Proteinfusion Hybridprotein, das durch die Ver- 
knüpfung der codierenden DNA-Sequenzen zwei- 
er Proteine „in frame“ hergestellt wurde 

Protein-Fusionsvektor Vektor, der klonierte Prote- 
ine mit einem Carrierprotein fusioniert, um die 
Expression und/oder den Export zu unterstützen 

Protein-Interaktom Die Gesamtheit aller Protein- 
Protein-Interaktionen innerhalb einer Zelle oder 
eines Organismus 

Proteinkinase Enzym, das Phosphatgruppen auf 
andere Proteine überträgt, um so deren Aktivität 
zu kontrollieren 

Proteinkinase A (PKA) Eine spezielle Proteinkinase 
tierischer Zellen, die durch cAMP aktiviert wird 

protektives Antigen (PA) Protein, das als Zustel- 
lungssystem für beide Toxinproteine des Milz- 
branderregers fungiert 

Proteom Die Gesamtheit an Proteinen, codiert von 
einem Genom bzw. Organismus 
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Proteomik Analyse der kompletten Proteinausstat- 
tung eines Organismus 

Protoonkogen Das ursprüngliche, nichtmutierte 
Wildtypallel eines Onkogens 

Protoplasten Dissoziierte Pflanzenzellen, deren 
Zellwände aufgelöst wurden 

Provirus Virusgenom, das in die DNA der Wirtszel- 
le integriert wurde 

PrP© Normale, zelluläre Form des Prion-Proteins 

PrP Pathogene Form des Prion-Proteins (,,Scra- 
pie“) 

Pseudogen Defekte Kopie eines echten Gens 

Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) Variante der 
Gelelektrophorese, die dazu eingesetzt wird, sehr 
große DNA-Moleküle zu analysieren. Man nutzt 
ein „pulsierendes“ elektrisches Feld, das von hexa- 
gonal angeordneten Elektroden erzeugt wird. 

PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) 
Ein Vertreter der Bcl-2-Proteinfamilie, der Bax 
aktiviert und die Apoptose fördert 

Purin Stickstoffhaltige Base, bestehend aus einem 
doppelten Ring, die Bestandteil von DNA und 
RNA ist 

Pyrimidin _Stickstoffhaltige Base, bestehend aus 
einem einzelnen Ring, die Bestandteil von DNA 
und RNA ist 

Quantenausbeute Der Quotient aus absorbierten 
Photonen und den wahrend der Fluoreszenz emit- 
tierten Photonen 

Quanteneinschluss Phänomen, das bei Strukturen 
im Nanomaßstab auftritt, wo ein Elektron-Loch- 
Paar sich in einer Struktur befindet, die nahe 
ihrem natürlichen Bohr-Radius ist. Die verschie- 
denen Energiezustände sind nicht kontinuierlich. 

Quasispezies Gruppe verwandter RNA-Genome, die 
sich geringfügig in ihrer Sequenz unterscheiden, 
aber aus dem gleichen parentalen RNA-Molekül 
entstanden sind 

quelling RNA-Interferenz bei Pilzen 

Radiation-hybrid-mapping Kartierungstechnik, die 
Zellen benutzt (normalerweise von einem Na- 
getier), welche Chromosomenfragmente (erzeugt 
durch Bestrahlung) von einer anderen Spezies 
enthalten 

Radikalsubstitution Ersetzen einer Aminosäure 
durch eine andere, die abweichende chemische 
und physikalische Eigenschaften hat 

radiochemischer Detektor Gerät, das radioaktiv 
markierte Moleküle detektiert, beispielsweise in 
der mobilen Phase einer Chromatographie 

random shuffling library Bibliothek von Gen- oder 
Proteinsequenzen, die durch zufälliges Mischen 


und Verknüpfen kleiner Segmente hergestellt 
wird 

ras-Onkogen Onkogene Version des Gens, das für 
das Ras-Protein codiert 

Ras-Protein GTP-bindendes Protein, das an der Sig- 
nalübermittlung im Rahmen der Zellteilung bei 
Tieren beteiligt ist 

Rasterkraftmikroskop (RKM) Ein Instrument, 
das Oberflächen im molekularen Maßstab dar- 
stellen kann, indem es die Oberflächenkonturen 
abtastet 

Raster-Scan Eine Sonde wird in einem vorgegebe- 
nen Raster über eine Oberfläche geführt; die Dar- 
stellung der Daten erfolgt als gerastertes Bild. 

Rastertunnelmikroskop (RTM) Ein Instrument, 
das in der Lage ist, leitende Oberflächen auf ato- 
marer Ebene darzustellen; wurde dazu benutzt, 
Moleküle auf einer Oberfläche zu befestigen. 

rBST Rekombinantes bovines Somatotropin 

reaktive Sauerstoffmetaboliten (ROM) Vom Sau- 
erstoff abgeleitete, hoch reaktive Moleküle bzw. 
Ionen mit zusätzlichen Elektronen (beispiels- 
weise Superoxidionen, Peroxide, Hydroxylradi- 
kale) 

reanneal Renaturierung von einzelsträngiger DNA 
zu doppelsträngiger DNA 

rechtsgängige Helix Wenn ein Betrachter bei einer 
rechtsgängigen Helix die Achse hinunter schaut 
(in beide Richtungen), windet sich jeder Strang im 
Uhrzeigersinn um die zentrale Achse. 

rekombinante Plasmide Plasmide, die ein DNA- 
Segment enthalten, das ursprünglich nicht zu dem 
Plasmid gehört; es stammt in der Regel von einem 
anderen Organismus. 

rekombinanter gewebespezifischer Plasminogenak- 
tivator (rt-PA) Gewebespezifischer Plasmino- 
genaktivator, der in einem anderen Organismus 
produziert wird 

rekombinantes bovines Somatotropin (rBST) Bo- 
vines Wachstumshormon, das in einem anderen 
Organismus produziert wird 

rekombinantes humanes Somatotropin (rHST) 
Menschliches Wachstumshormon, das in einem 
anderen Organismus produziert wird 

rekombinantes Protein Protein, das von einem re- 
kombinanten DNA-Gen exprimiert wird 

Rekombinase Enzym, das die Rekombination zwi- 
schen invertierten Sequenzwiederholungen kata- 
lysiert 

Replikationsgabel Region, in der die Enzyme, die 
das DNA-Molekül replizieren, an die unverdrillte, 
einzelsträngige DNA binden 
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Replikationsursprung Stelle auf einem Chromosom 
oder einem anderen DNA-Molekül, an der die 
Replikation beginnt 

replikative Form (RF) Doppelsträngige Form des 
Genoms eines einzelsträngigen DNA- oder RNA- 
Virus. Die RF repliziert sich zuerst selbst und wird 
dann dazu genutzt, ssDNA (oder ssRNA) zu gene- 
rieren, die in Viruspartikel verpackt wird. 

replikative Seneszenz (zelluläre Seneszenz) Ge- 
stoppte Zellteilung bei kultivierten Säugetierzellen 

replikative Transposition Art von Transposition, 
bei der zwei Kopien des Transposons gebildet 
werden, eine an der ursprünglichen Stelle, die an- 
dere an einer neuen Stelle 

replikatives Altern Bezieht sich auf die Anzahl der 
Tochterzellen, die eine Hefezelle im Laufe ihres 
Lebens hervorbringen kann. 

Replikator Ein System, das Kopien seiner selbst 
herstellen kann, wenn Energie und Ausgangsma- 
terialien bereitgestellt werden 

Replikon DNA- oder RNA-Molekül, das einen Re- 
plikationsursprung besitzt und sich selbst repli- 
zieren kann 

Replisom Komplex aus Proteinen (wie Primase, 
DNA-Polymerase, Helikase, SSB-Protein), der die 
DNA repliziert 

Repressor Regulatorisches Enzym, das die Tran- 
skription eines Gens verhindert 

Restriktionsendonuclease Endonuclease, die dop- 
pelsträngige DNA an einer bestimmten Basense- 
quenz schneidet - der Erkennungsstelle 

Restriktionsenzym Endonuclease, die doppelsträn- 
gige DNA an einer bestimmten Basensequenz 
schneidet - der Erkennungsstelle 

restriktionsenzymgenerierte siRNA (REGS) Me- 
thode zur Erstellung einer RNAi-Bibliothek, die 
mithilfe von Restriktionsenzymen zufällige dop- 
pelsträngige Gensegmente, mit einer Länge zwi- 
schen 21 und 23 Nucleotiden, erzeugt 

Restriktionsfragment-Längenpolymorphismen 
(RFLPs) Unterschiedliche Restriktionsschnitt- 
stellen bei zwei verwandten DNA-Molekülen füh- 
ren zu Restriktionsfragmenten unterschiedlicher 
Länge. 

Retina-Scan Scan des einzigartigen Musters der 
Blutgefäße der Netzhaut 

Retinoblastomgen (Rb-Gen) Antionkogen, das für 
eine seltene Krebsform der Retina des Auges ver- 
antwortlich ist 

Retinoblastomprotein (pRB) Protein, das mit einer 
Krebsform der Retina des Auges assoziiert ist; in- 
volviert in die zelluläre Seneszenz 


Retroviren Familie von Tierviren mit einer einzel- 
strängigen RNA, umgeben von einer Proteinhülle 
und einer äußeren Membran. Sobald sich das 
Virus in einer Wirtszelle befindet, wandelt es sein 
RNA-Genom mithilfe der Reversen Transkriptase 
in eine DNA-Kopie um. 

reverse Impfstoffentwicklung Ein Ansatz zur Ent- 
wicklung neuer Impfstoffe, der sich der Geno- 
mik bedient, um neue Epitope oder Proteine von 
Krankheitserregern zu identifizieren, die hoch an- 
tigen sind, aber keine Krankheiten auslösen 

Reverse Transkriptase Enzym, das einzelsträngi- 
ge RNA als Matrize benutzt, um doppelsträngige 
DNA zu erzeugen 

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) PCR-Vari- 
ante, mit deren Hilfe Gene als Intron-freie DNA- 
Kopien amplifiziert und kloniert werden können, 
ausgehend von mRNA und unter Verwendung 
des Enzyms Reverse Transkriptase 

Rezeptor Molekül, das ein weiteres Molekül wie ein 
Hormon oder einen Nährstoff bindet. Rezeptoren 
sind häufig Proteine, die an der Signalübermitt- 
lung beteiligt und an der Außenseite von Zellen 
lokalisiert sind. 

RFLP (Restriktionsfragment-Längenpolymorphis- 
mus) Unterschiedliche Restriktionsschnittstel- 
len bei zwei verwandten DNA-Molekülen füh- 
ren zu Restriktionsfragmenten unterschiedlicher 
Länge. 

Rhinoviren Gruppe kleiner RNA-Viren, die für 
einen großen Teil der grippalen Infekte verant- 
wortlich ist 

p-(rho-)Protein Faktor, der für die erfolgreiche 
Termination an speziellen Transkriptionstermina- 
toren erforderlich ist 

rHST Rekombinantes humanes Somatotropin 

Ribonuclease (RNase) Enzym, das RNA schneidet 
oder abbaut 

Ribonucleoprotein Protein, das mit RNA assoziiert 
ist 

Riboschalter (bei der Attenuation) Riboschalter- 
typ, der aufgrund eines Signals eine vorzeitige 
Termination auslöst, indem er beispielsweise eine 
Schleifenstruktur in die mRNA einführt 

Riboschalter Domänen der mRNA, die direkt auf 
ein Signal reagieren und die Translation kontrol- 
lieren, indem sie zwischen zwei verschiedenen 
RNA-Sekundärstrukturen wechseln 

Ribose Zucker mit fünf C-Atomen, der Bestandteil 
der RNA ist 

Ribosom Zellmaschinerie zur Herstellung von Pro- 
teinen 
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ribosomale RNA (rRNA) Klasse von RNA-Mole- 
külen, die einen Teil der Struktur eines Ribosoms 
ausmachen 

Ribosomenbindungsstelle Sequenz, die sich nahe 
des Anfangs der mRNA befindet und von dem 
Ribosom erkannt wird; kommt nur in prokaryoti- 
schen Zellen vor. 

Ribosomen-inaktivierendes Protein (RIP) Toxi- 
sches Protein, das Ribosomen inaktiviert, indem 
es Adenin an einer bestimmten Stelle der riboso- 
malen RNA der großen Untereinheit freisetzt 

Ribotyping Identifizierung von Bakterien oder an- 
deren lebenden Organismen, basierend auf der 
Sequenz der small-subunit ribosomal RNA 

Ribozym RNA-Molekül, das als Enzym wirkt 

Ricin Stark toxisches Ribosomen-inaktivierendes 
Protein des Wunderbaumes 

Rinderwahnsinn Eine degenerative Erkrankung des 
Gehirns von Rindern, verursacht von Prionen; 
auch bekannt als Bovine Spongiforme Encephalo- 
pathie (BSE). 

RNA (Ribonucleinsäure) Nucleinsäure, die im Ge- 
gensatz zur DNA eine Ribose anstelle einer Des- 
oxyribose besitzt 

RNA-abhängige RNA-Polymerase (RARP) RNA- 
Polymerase, die RNA als Matrize benutzt; sie ist 
an der Verstärkung der RNAi-Antwort beteiligt. 

RNAi-Bibliothek Eine Bibliothek, die doppelstran- 
gige RNA exprimiert, um RNA-Interferenz zu ak- 
tivieren. Jeder Klon der Bibliothek inaktiviert ein 
Gen des interessierenden Organismus. 

RNA-induzierter Silencingkomplex (RISC) Pro- 
teinkomplex, der durch siRNA induziert wird. Er 
baut einzelsträngige RNA ab, die in ihrer Sequenz 
mit der siRNA korrespondiert. 

RNA-Interferenz (RNAi) Antwort, die durch dop- 
pelsträngige RNA-Moleküle ausgelöst wird. Diese 
hat einen Abbau von mRNA und anderer RNA- 
Transkripte, die zur induzierenden dsRNA homo- 
log sind, zur Folge. 

RNA-Polymerase Enzym, das RNA synthetisiert 

RNA-Polymerase I Eukaryotische RNA-Polymerase, 
die die Gene für die RNA der großen ribosomalen 
Untereinheit transkribiert 

RNA-Polymerase II Eukaryotische RNA-Polyme- 
rase, die Gene transkribiert, welche für Proteine 
codieren 

RNA-Polymerase III Eukaryotische RNA-Polyme- 
rase, die die Gene für die 5S-rRNA und die Trans- 
fer-RNA transkribiert 

RNA-SELEX Methode, bei der katalytisch aktive 
RNA-Sequenzen durch Mutationen modifiziert 


werden, um neue Liganden oder Substrate für ihre 
Aktivität zu identifizieren 

RNA-SIP Methode, die darauf abzielt, RNA aus 
einer Umweltprobe anzureichern. Ein stabiles Iso- 
top wird mit einer Umweltprobe vermischt und 
inkorporiert in jede Lebensform, die RNA zur 
Protein-Expression benutzt. 

rolling circle-Replikation Mechanismus zur Rep- 
likation doppelsträngiger, zirkulärer DNA. Der 
Prozess beginnt mit dem Spalten und Abrollen ei- 
nes Stranges. Der andere, zirkuläre Strang wird als 
Matrize für die DNA-Synthese genutzt. Kommt 
bei einigen Plasmiden und Viren vor. 

ROM (reaktive Sauerstoffmetaboliten) Vom Sau- 
erstoff abgeleitete, hoch reaktive Moleküle bzw. 
Ionen mit zusätzlichen Elektronen (beispiels- 
weise Superoxidionen, Peroxide, Hydroxylradi- 
kale) 

rosy-Gen Gen von Drosophila, das die Augenfarbe 
beeinflusst 

Rous-Sarkom-Virus (RSV) 
rovirus bei Hühnern 

rt-PA Rekombinanter gewebespezifischer Plasmino- 
genaktivator 

RU486 Progesteron-Antagonist; ein aktiver Bestand- 
teil der Abtreibungspille 

Rückkreuzung Prozedur, bei der eine der Eltern- 
pflanzen mit dem Pollen eines Nachkommen be- 
stäubt wird 

RXR-Protein Kernprotein, das gemischte Dimere 
mit Rezeptoren für Androgene, Vitamin D, Thy- 
roxin und Retinsäure bildet 

Sarkom Krebs, der aus Muskelzellen hervorgeht 

Satellitenvirus Defektes Virus, das ein nicht-ver- 
wandtes Helfervirus benötigt, welches die fehlen- 
den Komponenten bereitstellt, um die Wirtszelle 
zu infizieren 

schmelzen Trennung eines DNA-Doppelstrangs in 
Einzelstränge durch Erhitzen 

Schmelztemperatur, Tm Die Temperatur, bei der 
50 % des Proteins denaturiert vorliegen 

schnelle Neutronen Freie Neutronen mit einer ki- 
netischen Energie von nahe 1 MeV, die genutzt 
werden, um DNA-Deletionen in Pflanzensamen 
zu verursachen 

Schwarzer Tod Pestepidemie Mitte des 13. Jahrhun- 
derts 

schwere Ketten Die längeren der beiden Kettenpaa- 
re, die das Antikörpermolekül bilden 

SCID (severe combined immunedeficiency) Immun- 
defekt, der auftritt, wenn sowohl B-Zellen als auch 
T-Zellen des Immunsystems defekt sind. Bei etwa 


Krebsauslösendes Ret- 
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25 % der vererbten SCID-Fälle ist ein Mangel an 
Adenosin-Desaminase die Ursache. 

scrape-loading Methode, um Oligonucleotide in 
Kulturzellen zu bringen, indem man die Zellen 
vorsichtig von der Petrischale kratzt. Das Kratzen 
verursacht kleine Brüche in der Zellmembran, die 
es den Oligonucleotiden erlauben, in das Cyto- 
plasma zu gelangen. 

Scrapie Degeneration des Gehirns bei Schafen und 
Ziegen, verursacht von Prionen 

sekundärer Antikörper Antikörper, der an den 
primären Antikörper bindet; er besitzt ein Detek- 
tionssystem. Wird beim Western Blot eingesetzt, 
um ein interessierendes Protein zu identifizieren. 

sekundärer Bote Ein intrazelluläres Signalmolekül 
wird gebildet, wenn ein Rezeptor auf der Oberflä- 
che von Zellen ein Signal erhält. 

SELDI-Massenspektrometrie Form der Massen- 
spektrometrie, bei der sich das interessierende 
Protein in der flüssigen Phase befindet (platziert 
auf einer festen Oberfläche) und mithilfe eines 
Lasers ionisiert wird 

selektiver Druck (in der Datenanalyse) Ausüben 
eines kontinuierlichen selektiven Drucks sowie 
Verfeinerung eines speziellen Datensatzes, basie- 
rend auf festegelegten Kriterien 

semikonservative Replikation Art der DNA-Repli- 
kation, bei der jedes Tochtermolekül einen Strang 
des Ausgangsmoleküls und einen neu syntheti- 
sierten Strang erhält 

Sense-Strang DNA-Strang, der in seiner Sequenz 
äquivalent zur mRNA ist (identisch mit Plus- 
strang) 

Sensorkinase Protein, das sich selbst phosphory- 
liert, wenn es ein spezifisches Signal wahrnimmt 
(oft ein Stimulus aus der Umgebung, manchmal 
ein internes Signal) 

sequence tagged site (STS) Kurze Sequenz (gewöhn- 
lich 100-500 bp), die einzigartig innerhalb des 
Genoms ist und leicht detektiert werden kann - 
normalerweise durch PCR 

Sequenzalignment Aneinander ausrichten von 
DNA-Sequenzen nach den Regionen mit der 
größten Ähnlichkeit. Auf diese Weise können zwei 
oder mehr Gene miteinander verglichen werden. 

Serinprotease Protease mit einem Serin im aktiven 
Zentrum 

Serin-Transacetylase Enzym, das Acetyl-CoA und 
Serin in O-Acetylserin umwandelt 

severe combined immunedeficiency (SCID) Im- 
mundefekt, der auftritt, wenn sowohl B-Zellen als 
auch T-Zellen des Immunsystems defekt sind. Bei 


etwa 25 % der vererbten SCID- Fille ist ein Mangel 
an Adenosin-Desaminase die Ursache. 

Shine-Dalgarno-Sequenz Das gleiche wie RBS; Se- 
quenz nahe des Anfangs der mRNA, die von dem 
Ribosom erkannt wird; existiert nur in prokaryo- 
tischen Zellen. 

short interspersed nuclear element (SINE) Kurze 
Sequenzwiederholungen, die einen grofen Teil 
der mittelrepetitiven und hochrepetitiven DNA 
bei Säugetieren ausmachen 

short tandem repeats (STR) Unterklasse der VNTR 
mit kurzen Sequenzwiederholungen 

shotgun-Sequenzierung Eine Methode, bei der 
das Genom in viele zufällige kurze Fragmen- 
te geschnitten wird, um diese zu sequenzieren. 
Die komplette Genomsequenz wird mithilfe von 
Computern, die Überlappungen zwischen ver- 
schiedenen Sequenzen identifizieren, zusammen- 
gesetzt. 

Shuttle-Vektor Vektor, der in mehr als einem Typ 
von Wirtszelle überleben und sich zwischen 
Wirtszellen bewegen kann 

Siderophore Eisen-Chelatbildner, die von Mikro- 
organismen benutzt werden, um Eisen aus ihrer 
Umgebung zu binden 

Sigma-Untereinheit Untereinheit der bakteriellen 
Polymerase, die die Promotorsequenz erkennt 
und bindet 

Signalmolekül (s. Induktor) Molekül, das durch 
Bindung an ein regulatorisches Protein einen re- 
gulatorischen Effekt ausübt 

Signalprotein Protein, das an der Signalübermitt- 
lung beteiligt ist, oft zwischen Zelloberflächenre- 
zeptoren und Genregulatoren 

Silberfärbung Ein empfindlicher Farbstoff, der be- 
nutzt wird, um Proteine zu färben 

Sildenafil Name des Wirkstoffs von Viagra 

silence Bezieht sich in der genetischen Terminologie 
auf das Ausschalten von Genen in relativ unspezi- 
fischer Weise. 

Simianes Virus 40 (SV40) 
Virus bei Affen 

single nucleotide polymorphisms (SNPs) Ein Unter- 
schied in der DNA-Sequenz zwischen zwei Indivi- 
duen, der auf dem Austausch einer einzigen Base 
beruht 

Slippage Verrutschen der DNA-Polymerase an einer 
Sequenzwiederholung auf dem Matrizenstrang 
und Wiederanlagerung an einer anderen Stelle 
während der Replikation. Der Tochterstrang be- 
sitzt gegenüber dem Elternstrang eine abweichen- 
de Anzahl an Wiederholungen. 


Krebs verursachendes 
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SLP-Methode (single-locus probing) Variante des 
DNA-Fingerprinting, bei der eine Sonde verwen- 
det wird, die spezifisch für einen Locus ist 

SLUG Protein, das die Apoptose blockiert 

small subunit ribosomal RNA (SSU-rRNA) Die 
16S-rRNA von Prokaryoten oder die 18S-rRNA 
von Eukaryoten; Ziel-RNA, die aus der Umwelt 
isoliert wird, um all die verschiedenen Organis- 
men zu identifizieren und zu katalogisieren 

Smart Mouse Transgene Maus, die sich durch er- 
höhte Lernfähigkeit und ein besseres Gedächtnis 
auszeichnet 

somatische Mutation Mutation, die in somatischen 
Zellen stattfindet; sie wird nicht über die Keimzel- 
len an die nächste Generation weitergegeben. 

somatische Zellen Zellen, aus denen der Körper be- 
steht; grenzen sich von den Keimzellen ab. 

Somatotropin Ein Polypeptidhormon, das das Zell- 
wachstum und die Reproduktion bei Menschen 
und Tieren kontrolliert 

Sondenmolekül Molekül, das in irgendeiner Weise 
markiert ist (radioaktiv oder mit einem fluoreszie- 
renden Farbstoff); es wird genutzt, um ein anderes 
Molekiil zu binden und zu detektieren. 

Southern Blot Eine Methode, um einzelstrangige 
DNA zu detektieren, die auf eine Nylonmembran 
transferiert wurde. Dies geschieht mithilfe einer 
Sonde, die an DNA bindet. 

Spaltimpfstoffe Impfstoffe, die ein Polypeptid des 
krankheitsverursachenden Agens enthalten. Das 
Immunsystem bildet Antikörper gegen das Po- 
lypeptid und inhibiert den Erreger, indem es das 
Zielprotein angreift. 

späte Gene Gene, die später während der Virus- 
infektion exprimiert werden und vor allem fiir 
Proteine codieren, die am Zusammenbau der Vi- 
ruspartikel beteiligt sind 

spezifische Immunität Art von Immunität, die über 
einen Zeitraum von mehreren Tagen auf ein spezi- 
fisches Antigen reagiert. Sie kann zwischen „Eigen“ 
und „nicht-Eigen“ unterscheiden, „erinnert“ sich 
an Pathogene, die bereits in den Körper eingedrun- 
gen sind und löst die Antikörperproduktion aus. 

spezifische Transkriptionsfaktoren Regulatorische 
Proteine, die einen Effekt auf ein einzelnes Gen, 
Operon oder auf eine kleine Gruppe verwandter 
Gene ausüben 

S-Phase Zweites Stadium (Synthesephase) des Zellzy- 
klus, in dem die Chromosomen dupliziert werden 

Spindel Auf Mikrotubuli basierende Strukturen, an 
die Chromosomen binden, die während der Mito- 
se und Meiose getrennt werden 


Spleißfaktoren Moleküle, die dazwischen liegende 
Sequenzen herausschneiden und die Enden ei- 
nes Moleküls wieder verbinden; bezieht sich in 
der Regel auf das Entfernen von Introns aus der 
RNA. 

springende Gene Ein populärer Ausdruck für trans- 
ponierbare Elemente 

src-Onkogen Onkogen, das Bestandteil des Rous- 
Sarkom-Virus ist und ursprünglich aus Hühner- 
zellen stammt 

stable isotope probing (SIP) Methode, um DNA in 
einer Umweltprobe anzureichern. Eine Umwelt- 
probe wird mit einem stabilen Isotop inkubiert, 
das in jede sich teilende Lebensform inkorporiert; 
anschließend wird die markierte DNA isoliert. 

Stammzellen Vorläuferzellen, aus denen differen- 
zierte Zellen und weitere Stammzellen hervorge- 
hen 

Stanol Sterinderivat, dessen Doppelbindung redu- 
ziert wurde 

Stärke Glucosepolymer, bei dem die Glucoseeinhei- 
ten mittels «-1,4-Bindungen verknüpft sind; dient 
als Speicher-Polysaccharid bei Pflanzen. 

Starlink Umstrittener transgener Mais, der ver- 
sehentlich in menschliche Lebensmittel gelangte, 
bevor er abschließend von der Regierung beurteilt 
wurde 

stationäre Phase Stoff in einer Säule, der physika- 
lische oder chemische Eigenschaften besitzt, um 
einen Mix aus Molekülen (wie beispielsweise Pro- 
teine) in Fraktionen zu trennen 

Sterine Klasse lipophiler biologischer Verbindungen 
mit vier fusionierten nicht-aromatischen Ringen 

Steroide 1. Polyzyklische lipophile Moleküle zu de- 
nen Cholesterin, die Sexualhormone und Cortisol 
gehören. 2. Sterinderivate mit Keto- anstelle von 
Hydroxylgruppen 

Steroidhormone Hormone mit einer Steroidstruk- 
tur, wie beispielsweise Sexualhormone 

Steroidrezeptor Protein mit einer Doppelfunktion. 
Es fungiert als Rezeptor ftir Steroidhormone und 
als Transkriptionsfaktor. 

Stickstoffmonoxid (NO) 
kül in tierischen Zellen 

Stoffwechsel-Engineering Die Zusammenstellung 
eines neuen oder verbesserten biochemischen 
Synthesewegs unter Verwendung von Genen von 
einem oder mehreren Organismen 

STR (short tandem repeats) Unterklasse der VNTR 
mit kurzen Sequenzwiederholungen 

Streptavidin Ein kleines, Biotin-bindendes Protein 
aus dem Bakterium Streptococcus 


Gasförmiges Signalmole- 
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Streptolysin O Toxin von Streptococci pyogenes, 
das an Cholesterin in Zellmembranen bindet. Es 
aggregiert zu einer zirkulären Struktur und bildet 
eine Pore, durch die Moleküle in die Zelle gelan- 
gen können. 

Strukturgen DNA- oder RNA-Sequenz, die für ein 
Protein oder ein untranslatiertes RNA-Molekül 
codiert 

subvirale Agenzien Infektiöse Agenzien, die primi- 
tiver als Viren sind und nicht für alle ihre Lebens- 
funktionen selbst codieren 

Superoxid-Dismutase (SOD) Enzym, das Super- 
oxidionen in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid 
umwandelt 

Superspiralisierung Höheres Niveau der Spiralisie- 
rung als bei der Doppelhelix 

suppressive Subtraktionshybridisierung (SSH) 
Technik zur Anreicherung von Kulturen in der 
Metagenomik, die Unterschiede im DNA-Gehalt 
zweier Umwelten feststellt 

Suspensionskultur Dedifferenzierung von Pflanzen- 
gewebe und anschließendes Wachstum der Zellen 
in einem Flüssigmedium 

Suspensionszellen Zellen in Kultur, die in einem 
flüssigen Nährmedium wachsen, ohne an irgend- 
einer Oberfläche zu haften 

Symbiontentheorie Theorie, die davon ausgeht, 
dass eukaryotische Organellen sich von symbion- 
tischen Prokaryoten ableiten 

Synapse Verbindungsstelle zwischen Zellen, über 
die Signale transportiert werden können. Dies 
geschieht mithilfe chemischer Moleküle, die als 
Neurotransmitter bekannt sind. 

Syncytium Gigantische Zelle mit vielen Kernen 

Szintillationszählung Detektion und Zählung indi- 
vidueller Lichtblitze 

tac-Promotor Hybridpromotor mit der RBS des 
trp-Promotors und der Operatorsequenz des lac- 
Promotors 

TA-Klonierung Methode, die die Eigenschaft der 
Taq-Polymerase nutzt, an den Enden von DNA- 
Segmenten einzelne 3’-A-Überhänge zu produ- 
zieren. Dies kann genutzt werden, um DNA in 
einen Vektor mit passenden 3’-T-Uberhangen zu 
klonieren. 

Tandem-Massenspektrometrie Massenspektromet- 
rie-Technik mit mehreren Selektions- und Analy- 
seschritten, die stufenweise kleinere Moleküle als 
Startmaterial benutzt 

Taq-DNA-Polymerase Hitzestabile DNA-Polyme- 
rase aus Thermus aquaticus, die für die PCR ver- 
wendet wird 


targeting-induced local lesions in genomes (TIL- 
LING) Mutagenesetechnik, bei der Pflanzen- 
samen mit einem chemischen Mutagen getränkt 
werden, um Punktmutationen zu verursachen. 
Die genomische DNA wird durch PCR oder Hy- 
bridisierung analysiert. 

Targeting-Vektor Vektor, der entwickelt wurde, 
um die Intergration eines Transgens an einer be- 
stimmten Stelle zu ermöglichen 

TATA-bindender Faktor oder TATA-Box-Faktor 
Transkriptionsfaktor, der die TATA-Box erkennt 

TATA-Box Bindungsstelle für einen Transkriptions- 
faktor, der die RNA-Polymerase II zu dem eukary- 
otischen Promotor dirigiert 

Tau-Protein Protein, das normalerweise mit Mik- 
rotubuli assoziiert ist und helikale Aggregate bei 
Patienten der Alzheimer-Krankheit bildet 

Taxonomie Wissenschaftliche Klassifizierung von 
Organismen, basierend auf physischer oder gene- 
tischer Verwandtschaft 

Telomerase Enzym, das aus RNA und Protein be- 
steht und die Telomere an den Enden der eukary- 
otischen Chromosomen verlängert 

Telomere Spezielle Sequenzwiederholungen, die sich 
an den Enden der linearen eukaryotischen Chro- 
mosomen befinden 

temperatursensitive Mutation Mutation, die bei 
unterschiedlichen Temperaturen unterschiedliche 
Phänotypen zeigt 

Tester DNA der experimentellen Probe, die Sequen- 
zen enthält, die mit denen der entsprechenden 
„Umgebung“ identisch sind. Wird bei der sup- 
pressiven Subtraktionshybridisierung eingesetzt. 

tetO-Operator Stelle vor dem tet-Operon, wo der 
Repressor bindet 

tet-Operon Cluster bakterieller Gene, das Resistenz 
gegenüber dem Antibiotikum Tetracyclin verleiht 

Tetracycline Familie von Antibiotika mit vier ver- 
bundenen Ringen, die dem Polyketidweg ent- 
stammen 

TetR-Repressor Repressorprotein, das das tet-Ope- 
ron kontrolliert 

therapeutisches Klonen Klonen, um Gewebe für 
Transplantationen zu erhalten, im Gegensatz zur 
Erschaffung neuer Individuen 

Thermocycler Maschine, um Proben in einer festge- 
legten Abfolge schnell auf unterschiedliche Tem- 
peraturen zu bringen (bei der PCR) 

Thermogenin Alternativer Name für das Entkopp- 
lungsprotein UCP1 

thermostabil Die Fähigkeit, hohe Temperaturen 
ohne Funktionsverlust auszuhalten 
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0-(theta-)Replikation Art der Replikation, bei der 
sich zwei Replikationsgabeln in entgegengesetzte 
Richtungen bewegen (um ein zirkuläres DNA- 
Molekül herum) 

Thiophen Aromatischer Ring, bestehend aus einem 
Schwefel- und vier Kohlenstoffatomen 

Threoninprotease Eine Protease mit Threonin im 
aktiven Zentrum 

Thrombin Protease, die an der Blutgerinnungskas- 
kade beteiligt ist 

Thymidin-Kinase Enzym, das Thymidin und ver- 
wandte Nucleoside in ihre Monosphosphat-Deri- 
vate umwandelt 

Thyroxin Hormon, das in der Schilddrüse gebildet 
wird 

T-Lymphocyten (s. T-Zellen) Immunzellen, die für 
die zellvermittelte Immunität verantwortlich sind; 
machen T-Zell-Rezeptoren anstelle von Antikör- 
pern und reifen im Thymus heran. 

Tm Temperatur, bei der 50 % des Proteins denatu- 
riert vorliegen 

INF-Gen Gen, das für den Tumor-Nekrosis-Faktor 
codiert 

Todesrezeptor Oberflächenrezeptor einer Zelle, der 
ein externes „Todessignal“ an intrazelluläre Prote- 
ine überträgt, die für das Töten der Zelle verant- 
wortlich sind 

Todesrezeptorweg Programm der Apoptose, an 
dem aktivierende membrangebundene Rezepto- 
ren beteiligt sind, an die externe Signalmoleküle 
binden 

TOL-Plasmid (pTOL) Plasmid, das den Stoffwech- 
selweg zum Abbau von Toluol trägt 

Topoisomerase I Enzym, das das Spiralisierungsni- 
veau der DNA beeinflusst (d.h. die topologische 
Konformation verändert) 

Totipotenz Die Fähigkeit einer Zelle zu dediffe- 
renzieren und in alle möglichen Zelltypen eines 
Organismus zu redifferenzieren 

Toxin Giftiges Molekül biologischen Ursprungs, 
häufig ein Protein; bezieht sich speziell auf Pro- 
teine, die von pathogenen Bakterien hergestellt 
werden. 

Transferrin Ein Eisen-transportierendes Protein bei 
Tieren 

Transfer-RNA (tRNA) RNA-Molekül, das Amino- 
säuren zu den Ribosomen transportiert 

Transformation (bei Krebs) Umwandlung einer 
normalen Zelle in eine Krebszelle 

Transformation (bezogen auf die Bakteriengenetik) 
Prozess, bei dem Gene als freie DNA-Molekiile in 
eine Zelle transportiert werden 


transgen Ein Organismus, der ein fremdes Stiick 
DNA stabil in sein Genom integriert hat 

Transgen Fremdes Gen, das durch einen gentech- 
nischen Prozess in einen Organismus gebracht 
wurde 

transgene Pflanze Pflanze, die ein Gen (Transgen) 
von einer anderen Pflanze oder einem anderen 
Organismus enthalt 

„Transgenic Art“ Kunstform, die transgene Tiere 
und Pflanzen benutzt 

Transition Mutation, bei der eine Pyrimidinbase 
gegen eine andere Pyrimidinbase oder eine Purin- 
base gegen eine andere ausgetauscht wurde 

Transkription Prozess, bei dem die Information der 
DNA in RNA umgeschrieben wird 

transkriptionelles Gen-Silencing Ein anderer Aus- 
druck, um Phänomene, die der RNA-Interferenz 
ähneln, zu beschreiben 

Transkriptionsblase Region, wo die DNA-Doppel- 
helix zeitweilig geöffnet ist, um die Transkription 
zu ermöglichen 

Transkriptionsfaktor Protein, das die Genexpressi- 
on reguliert, indem es an die Kontrollregion eines 
Gens bindet 

Transkriptionsstartpunkt Startpunkt, an dem ein 
Gen in seine RNA-Kopie umgewandelt wird 

Transkriptom Die Summe sämtlicher RNA-Tran- 
skripte, die unter allen Bedingungen in einer Zelle 
gefunden werden 

Translation Proteinsynthese auf Basis der Informati- 
on, die von der mRNA zur Verfügung gestellt wird 

Translationsexpressionsvektor Vektor, der die Gen- 
expression auf Ebene der Translation steigert 

Translatom Die Gesamtheit der Proteine, die unter 
bestimmten Bedingungen innerhalb einer Zelle 
translatiert wurden 

Translokation 1. Transport eines neu hergestell- 
ten Proteins durch eine Membran mithilfe einer 
Translokase. 2. Seitwärtsbewegung eines Ribo- 
soms auf der mRNA während der Translation. 3. 
Entfernen eines DNA-Segments von seiner ur- 
sprünglichen Position und Wiedereinbau an einer 
anderen Stelle 

Transmissible Spongiforme Encephalopathie (TSE) 
Infektiöse Prion-Krankheit 

transponierbares Element Ein mobiles DNA-Seg- 
ment, das in eine andere Wirts-DNA integriert 
werden kann. Es hat keinen eigenen Replikations- 
ursprung und ist bei der Replikation von dem ent- 
sprechenden DNA-Molekül der Wirtszelle abhän- 
gig. Beinhaltet sowohl DNA-basierte Transposons 
als auch Retrotransposons. 
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Transposase Enzym, das für den Ortswechsel des 
Transposons verantwortlich ist 

Transposition Prozess, bei dem sich ein Transposon 
von einem Wirts-DNA-Molekül zu einem ande- 
ren bewegt 

Transposon Ein mobiles DNA-Segment, das in 
eine andere Wirts-DNA integriert werden kann. 
Es hat keinen eigenen Replikationsursprung und 
ist bei der Replikation von dem entsprechenden 
DNA-Molekül der Wirtszelle abhängig. Beinhaltet 
sowohl DNA-basierte Transposons als auch Ret- 
rotransposons. 

Transversion Mutation, bei der ein Pyrimidin gegen 
ein Purin ausgetauscht wird oder umgekehrt 

Trehalase Enzym, das Trehalose zu zwei Glucose- 
molekülen abbaut 

Trehalose Ein nichtreduzierendes Speicherkohlen- 
hydrat bei Pflanzen, das einen Schutz gegen De- 
hydrierung bietet 

Trehalose-6-phosphat-Phosphatase Enzym, das ein 
Phosphat von Trehalose-6-phosphat abspaltet 

Trehalosephosphat-Synthase Enzym, das UDP- 
Glucose und Glucose-6-phosphat in Trehalose-6- 
phosphat umwandelt 

Triplett (s. Codon) Gruppe von drei RNA- oder 
DNA-Basen, die eine einzige Aminosäure codieren 

tRNA, (Initiator-tRNA) RNA-Molekül, das die erste 
Aminosäure eines Proteins zum Ribosom trans- 
portiert 

tRNA Met Bezeichnung für eine tRNA, die mit N- 
Formylmethionin beladen ist, das als erste Ami- 
nosäure in einem prokaryotischen Protein Ver- 
wendung findet 

Tularämie Eine Bakterienkrankheit von Nagetieren 
und Vögeln; führt beim Menschen zu einer Sterb- 
lichkeit von 5-10 %. 

tumorinfiltrierende Lymphocyten (TILs) 
Blutkörperchen, die TNF sekretieren 

Tumor-Nekrosis-Faktor (TNF) Protein, das Krebs- 
zellen tötet und von tumorinfiltrierenden Lym- 
phocyten produziert wird 

Tumorsuppressorgene Gene, die ungewollte Zell- 
teilungen verhindern (das gleiche wie Antionko- 
gene) 

Two-Hybrid-System Methode, um Protein-Protein- 
Interaktionen zu untersuchen. Es werden Proteine 
benutzt, die einander binden und Bestandteile 
zweier getrennter Domänen eines Transkriptions- 
aktivators sind. 

Typ-I-Restriktionsenzym Typ von Restriktionsen- 
zym, das die DNA Tausend oder mehr Basenpaare 
von der Erkennungsstelle entfernt schneidet 


Weiße 


Typ-II-Restriktionsenzym Typ von Restriktions- 
enzym, das in einem definierten Abstand von der 
Erkennungsstelle schneidet 

Typ-I-Sekretionssystem Spezielles Exportsystem, 
das die innere und äußere Membran von gramne- 
gativen Bakterien wie E. coli durchspannt 

Typ-II-Sekretionssystem Spezielles Exportsystem, 
das nur die äußere Membran durchspannt 

Typ-I-Toxin Toxin, das eine schädliche (interne) 
Antwort auslöst, indem es an einen Zelloberflä- 
chenrezeptor bindet 

Typ-II-Toxin Toxin, das die Zellmembran zerstört 

Typ-II-Toxin Toxin, das in eine Zielzelle eindringt. 
Es besteht aus einem toxischen Faktor (A-Protein) 
sowie einer Untereinheit, welche die Bindung ver- 
mittelt (B-Protein). 

Tyrosyl-tRNA-Synthetase 
mit Tyrosin belädt 

T-Zellen Zellen des Immunsystems, die Virus-infi- 
zierte Zellen entfernen und Faktoren sekretieren, 
die andere Zellen des Immunsystems aktivieren, 
speziell B-Zellen. Sind für die zellvermittelte Im- 
munität verantwortlich; machen T-Zell-Rezepto- 
ren anstelle von Antikörpern. 

Umkehrphase-Array Methode zur Quantifizie- 
rung und Detektion von Proteinen. Die Proteine 
sind an einen festen Träger gebunden, und ein 
spezifisch markierter Antikörper wird hinzuge- 
fügt. 

Umkehrphasenchromatographie Chromatogra- 
phietechnik, bei der eine Proteinlösung unter ho- 
hem Druck eine stationäre Phase, an die hydro- 
phobe Alkylketten gebunden sind, passiert. Hyd- 
rophobe Moleküle binden an die stationäre Phase, 
hydrophile Moleküle eluieren von der Säule. 

p-unabhängiger Terminator Terminator der Tran- 
skription, der nicht auf das p-Protein angewiesen 
istUnabhängigkeitsregel Allele eines Gens wer- 
den unabhängig voneinander auf die Gameten 
verteilt. 

unerwünschte Arzneimittelwirkung Ernstzuneh- 
mende Nebenwirkungen eines Arzneimittels oder 
das Ausbleiben einer Arzneimittelwirkung bei be- 
stimmten Patienten 

universeller genetischer Code Version des geneti- 
schen Codes, die von fast allen Organismen ver- 
wendet wird 

UV-Detektor Gerät, das Änderungen in der Ultra- 
violettabsorption der mobilen Phase, verursacht 
durch gelöste Substanzen, misst 

variable number tandem repeat (VNTR) Cluster 
von tandemartigen DNA-Sequenzwiederholun- 


Enzym, das eine tRNA 
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gen, deren Anzahl sich von Individuum zu Indivi- 
duum unterscheidet 

variable Region Region auf einem Antikörper, de- 
ren Sequenz aufgrund von Gensegment-Shuffling 
variiert, um viele verschiedene Antigenbindungs- 
stellen bereitzustellen 

variant Creutzfeldt-Jakob disease (vCJD) Name für 
die menschliche Form von Rinderwahnsinn 

Varkud-Satellitenribozym Kleines Ribozym, das 
die Selbstspaltung und Replikation der RNA des 
Varkud-Satellitenvirus initiiert; kommt in den Mi- 
tochondrien von Neurospora vor. 

vCJD (variant Creutzfeldt-Jakob disease) Name fiir 
die menschliche Form von Rinderwahnsinn 

Vektorimpfstoff Impfstoff, bei dem ein nichtpatho- 
genes Virus oder Bakterium (Vektor) so verändert 
wird, dass es ein Protein oder Peptid des krank- 
heitsverursachenden Agens auf seiner Oberfläche 
exprimiert. Das Immunsystem bildet Antikörper 
gegen das exprimierte Protein, die eine Immunität 
gegen das Agens verleihen. 

vergleichende Genomik Vergleich der Genom- 
sequenzen verschiedener Organismen, um die 
Funktionen von Genen oder Proteinen zu ermit- 
teln, indem man sie mit bereits charakterisierten 
Beispielen vergleicht 

Verpackungskonstrukt Defektes Provirus, das in 
die DNA der Produzentenzelle eingebaut wird, 
um Viruspartikel herzustellen. Es wird aber 
selbst nicht verpackt, da das Verpackungssignal 
fehlt. 

Verpackungssignal Ort auf dem Retrovirusgenom, 
der essenziell für die Verpackung der RNA in das 
Viruspartikel ist 

Verzweigung (in einem evolutionären Stammbaum) 
Trennung zweier verschiedener taxonomischer 
Gruppen während der Evolution 

Viagra (Sildenafil) Medikament zur Behandlung 
von Männern mit Erektionsstörungen. Der Wirk- 
stoff inhibiert die Phosphodiesterase 5 und hält 
das cGMP-Level hoch. 

Virion Viruspartikel 

Virosphäre Die Gesamtheit aller Viren in unserer 
Biosphäre 

Virulenzfaktoren Vererbte Eigenschaften, die es pa- 
thogenen Mikroorganismen erlauben, erfolgreich 
einen Wirt zu infizieren 

Virulenzplasmid Plasmid, das Gene trägt, die für 
Virulenz und Pathogenität verantwortlich sind 

virusinduziertes Silencing Ein anderer Ausdruck, 
um Phänomene, die der RNA-Interferenz ähneln, 
zu beschreiben 


VNTR (variable number tandem repeats) Cluster von 
tandemartigen DNA-Sequenzwiederholungen, 
deren Anzahl sich von Individuum zu Individu- 
um unterscheidet 

v-onc Von Viren stammendes Onkogen 

vorzeitige Seneszenz Eintritt in die Seneszenz vor 
Ablauf der normalen Anzahl an Zellteilungen 

VP16-Aktivatorprotein Genaktivatorprotein des 
Herpes-simplex-Virus 

Wachstumsfaktor Ein Protein oder ein anderer 
chemischer Botenstoff, der im Blut zirkuliert und 
an der Oberfläche von Zellen Wachstumssignale 
übermittelt 

weaponize Bezieht sich auf Agenzien, die so modifi- 
ziert wurden, dass sie als Waffen verwendet wer- 
den können, wie beispielsweise die Herstellung 
eines haltbaren Pulvers. 

4S-Weg Vierstufiger Prozess zur Eliminierung von 
Schwefel aus Dibenzothiophen und verwandten 
Molekülen 

Western Blotting Detektionsmethode, bei der eine 
Sonde, normalerweise ein Antikörper, an ein Ziel- 
molekül bindet 

West-Nil-Virus Virus aus der Familie der Flaviviren, 
das ursprünglich aus Mittel-Ost-Afrika stammt 
und sich jetzt in Nordamerika ausbreitet 

WIN-Substanz Antivirale Substanz, die die Anhef- 
tung vieler Picornaviren verhindert 

wobble Weniger starre Basenpaarung bei der Co- 
don/Anticodon-Paarung im Rahmen der Trans- 
lation 

Xenobiotika Chemische Verbindungen mit signifi- 
kanter biologischer Aktivität, die aber natürlicher- 
weise nicht in der Umwelt vorkommen 

Xenöstrogen Fremdes, polyzyklisches Molekül, das 
an Steroidrezeptoren bindet und die Wirkung von 
Östrogenen nachahmt 

X-Inaktivierung Die vollkommene Stilllegung der 
Genexpression bei einem der beiden X-Chromo- 
somen in Zellen weiblicher Säugetiere 

X-Phos 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, ein 
künstliches Substrat, das von der Alkalischen 
Phosphatase gespalten wird; es entsteht ein blauer 
Farbstoff. 

Xylose Ein Zucker mit fünf Kohlenstoffatomen. Er 
ist ein wichtiger Bestandteil verschiedener Hemi- 
cellulose-Polysaccharide. 

yeast artificial chromosome (YAC) Vektor in ein- 
facher Kopienzahl, der auf dem Hefechromosom 
basiert und in der Lage ist, sehr lange DNA-In- 
serts zu tragen. Wird verbreitet im Humangenom- 
projekt eingesetzt. 
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Yersinia pestis Bakterium, das die Beulenpest und 
die Lungenpest verursacht 

zelluläre Seneszenz Kultivierte Säugerzellen stellen 
ihre Zellteilung ein; wird auch replikative Senes- 
zenz genannt. 

zellvermittelte Immunität Wird durch T-Zellen und 
Zell-Zell-Interaktionen vermittelt, statt von Anti- 
körpern, die von B-Zellen synthetisiert werden 

Zellzyklus Abfolge der Entwicklungsphasen einer 
Zelle zwischen zwei Zellteilungen 

zentrales Dogma Der Basisplan des Flusses der ge- 
netischen Information in lebenden Zellen besagt, 
dass die in der DNA gespeicherte Information 
über das Zwischenprodukt RNA in Richtung der 
Proteine fließt und nicht umgekehrt. 

Z-Form Alternative Form der Doppelhelix; sie ist 
linksgängig und weist 12 bp pro Windung auf. 
Diese Form kommt bei DNA und dsRNA vor. 

Ziel-DNA DNA, die das Ziel für eine Sonde im Rah- 
men einer Hybridisierung oder Amplifizierung 
(PCR) darstellt 

Zielsequenz 1. Sequenz in einem Wirts-DNA-Mo- 
lekül, in die sich ein Transposon integriert. 2. 
Sequenz innerhalb einer DNA-Matrize, die durch 
eine PCR-Reaktion amplifiziert wird 

Zoo-Blot Vergleichende Southern-Blots mithilfe von 
DNA-Zielmolekülen von verschiedenen unter- 
schiedlichen Tieren, um festzustellen, ob die Son- 
den-DNA aus einer codierenden Sequenz stammt 


zufällig vervielfältigte polymorphe DNA (RAPD) 
Methode, um genetische Ähnlichkeiten zu unter- 
suchen, indem mittels PCR zufällig ausgewählte 
Sequenzen amplifiziert werden 

zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektropho- 
rese (2-D-Page) Technik zur Trennung von 
Proteinen, zuerst anhand der Größe, dann mit- 
tels isoelektrischer Fokussierung (d.h. nach La- 
dung) 

Zweikeimblättrige (s. Dikotyle) Pflanzen mit brei- 
ten Blättern und einer netzförmigen Aderung; 
besitzen zwei Keimblätter. 

zwei-Komponenten-Regulationssystem Regulati- 
onssystem, bestehend aus einer Sensorkinase und 
einem DNA-bindenden Regulator 

zyklische Phosphodiesterase Enzym, das zyklische 
Nucleotide wie cAMP und cGMP abbaut 

zyklisches AMP (cAMP) (zyklisches Adenosinmo- 
nophosphat) Signalmolekiil, das bei der allgemei- 
nen Regulation zum Einsatz kommt (Bakterien) 
oder als sekundärer Botenstoff fungiert (höhere 
Organismen). Ein zyklisches Mononucleotid, das 
aus ATP synthetisiert wird 

zyklisches GMP (cGMP) (zyklisches Guanosinmo- 
nophosphat) Signalmolekül, das als sekundärer 
Botenstoff in eukaryotischen Zellen genutzt wird 

Zyklussequenzierung Technik, die PCR und Ket- 
tenabbruchsequenzierung kombiniert, um die 
DNA-Sequenz zu ermitteln 
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piezoelektrische Keramik 204 

piggyBac-Transposon 423 

Pilin 555 

Pilus 555f 
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8, 106, 158, 621f 

- in der Forensik 621-623 
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— rekombinantes 295-315 

- Stabilität 300-303, 319-321 

- Strukturgerüst 322f 
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202f 
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Ribosomen-inaktivierendes 
Protein 601-603 

- Wirkung 602 

Ribotyping 552f 

Ribozym 33, 120, 149-164, 430f, 
472f 

- Biotechnologie 154f 

- Desoxyribozym 160 

- gentechnische Veränderung 163f 

- Gentherapie 472f 

- in vitro-Evolution 157-159 

- in vitro-Selektion 157f 

- Ligationsreaktionen 149 
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(RdRP) 134 
RNA-Funktionsgewinn 443 
RNAi 
- Bibliothek 144-149 
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Säugetier-Shuttle-Vektor 311, 313 

scFv, siehe Einzelketten-Fv 

Schilddrüsenhormon, siehe 
Thyroxin 

Schmelztemperatur (Tm) 319 
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- Lebenszyklus 152 

Virosphäre 336 

Virulenzfaktor 554 

Virulenzgen 553f 

Virulenzplasmid 554 

Virus 23-27, 95 

- als Biowaffe 598f 

- Formen 25 

- getarntes 606f 

- in der genetischen Forschung 
23-27 

- krebsabtötendes 495-497 

- krebserregendes 493-495 

- Lebenszyklus 24 

- lysogenes 560 

- Nachweis mit Nanokabeln 215f 

- Nachweis mit Rasterkraft- 
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- somatische Zelle 240 
Zellkommunikation 500f 
Zellkultur 21 
Zelloberflächenrezeptor 484 
Zellteilung 478f 
- Reaktion auf externe Signale 
480 
Zelltod, programmierter, siehe 
Apoptose 
zelluläre Seneszenz 524f 
zellvermittelte Immunität 170 
Zellzyklus 478f 
- Blockierung durch p53 und p21 
490 
- eukaryotischer 478f 
- Stadien 478 
zentrales Dogma der Molekular- 
biologie 32 
Zinkfingerdomäne 327f 
ZipCode-Analyse 246f 
Zocchi, G. 221 
Zoo-Blot 69 
zufällig vervielfältigte polymorphe 
DNA (RAPD) 112f 
zyklische Phosphodiesterase 
508 
zyklisches AMP (cAMP) 504-506 
zyklisches GMP (cGMP) 507f 
Zyklussequenzierung 108 
Zymomonas 355f 


